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“Non sono mai stato un timoniere, 
io non so veleggiare. 
Il remo della mia vita 
è Dio che lo manovra.  
E quando qualcuno mi chiede come si fa 
a nuotare spiego che non sono io a 
guidare la nave, chi mi guida è il mare” 
 
 
 
Paulinho da Viola – Timoneiro 
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RIASSUNTO  
I problemi dermatologici rappresentano la seconda causa per cui un cane viene 
presentato a un veterinario dopo le profilassi vaccinali. La ricerca dermatologica 
veterinaria si avvale di modelli cellulari (cheratinociti o fibroblasti), modelli 
organotipici (i cheratinociti vengono coltivati su una matrice artificiale popolata da 
fibroblasti), che riescono a riprodurre solo parzialmente la funzione e le 
caratteristiche morfologiche della cute, e colture d’organo. Quest’ultime, di ampio 
utilizzo in ricerca dermatologica umana, non sono mai state utilizzate nel cane.  
L’obiettivo di questo studio è stato di mettere a punto due modelli di colture 
d’organo di cute canina della durata di 14 giorni, utilizzando un terreno di coltura  
“serum-free”, cioè senza siero animale. I modelli sperimentati sono stati  
“submerged” (coltivazione delle biopsie per immersione nel mezzo di coltura) e “air-
liquid interface” (solo il derma viene immerso nel mezzo di coltura, mentre 
l’epidermide rimane esposta all’aria, riproducendo così una situazione più simile a 
quanto avviene in natura).  
Date le più recenti evidenze che correlano l’insorgenza della dermatite atopica con 
un danneggiamento della barriera cutanea, un set di biopsie è stato utilizzato per 
valutare un metodo di danneggiamento dello strato corneo: un modello in cui la 
barriera cutanea (normale struttura dello strato corneo) è danneggiata sarebbe di 
estrema utilità nello studio della patogenesi e del trattamento della dermatite atopica. 
Nei campioni messi in coltura col modello “submerged” sono state valutate le 
caratteristiche morfologiche e lo spessore dell’epidermide su sezioni colorate 
istologicamente, la proliferazione e la differenziazione dei cheratinociti sono stati 
valutati mediante indagini immunoistochimiche. Per i campioni “air-liquid 
interface”, invece, sono state valutate soltanto le caratteristiche morfologiche e lo 
spessore epidermico. La prova di danneggiamento della barriera cutanea è stata 
valutata solo dal punto di vista morfologico.  
Il modello “submerged” ha mostrato strutture anatomiche conservate per tutti i 14 
giorni di coltura. Lo spessore dell’epidermide non è diminuito significativamente 
durante lo studio. L’immunolocalizzazione delle citocheratine 10, 14 e della loricrina 
hanno confermato la normale differenziazione dei cheratinociti Una riduzione nella 
proliferazione dei cheratinociti è stata osservata dal giorno 7.  
I risultati del modello “air-liquid interface” hanno mostrato caratteristiche 
morfologiche sovrapponibili a quelle del modello “submerged” fino al giorno 7 di 
coltura. Estese aree di iperparacheratosi e degenerazione dei follicoli piliferi sono 
state osservate a partire dal giorno 10. Lo spessore dell’epidermide non è variato in 
maniera significativa rispetto al giorno 0.  
La cute in cui è stata eseguita una prova di danneggiamento della barriera presentava 
un danno esteso all’intera epidermide e non soltanto allo strato corneo.  
In conclusione, il metodo “submerged” risulta essere un valido strumento per la 
coltivazione della cute, utilizzabile per studi fisiopatologici, per testare gli effetti di 
composti terapeutici sulle caratteristiche biologiche e istologiche della cute e per 
capire meglio i meccanismi eziopatologici che caratterizzano particolari patologie 
cutanee. Il metodo “air-liquid interface” va sicuramente perfezionato, la cute 
degenera prima del termine della coltura. Anche la prova di danneggiamento della 
barriera non è andata a buon fine, rendendo, in futuro, necessario il ricorso ad altre 
tecniche già sperimentate in altri studi, come l’utilizzo dell’acetone, del laurilsolfato 
di sodio e del metodo del “tape stripping”. 
 
Parole chiave: cultura d’organo, cute, serum-free, cane 
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SUMMARY  
Dermatological disorders are the primary reason for which dogs are referred to 
veterinarians if one does not consider preventive health. Veterinary dermatological 
research uses either cellular models (keratinocytes or fibroblasts) or organotypic 
models (keratinocytes are growth on an artificial martix popolate by fibroblasts), that 
are able to partially reproduce the function and the morphological charateristics of 
the skin, or organ coltures. These latter, used in human dermatological research, have 
never attempted in dogs.  
The purpose of this study was to develop two canine skin organ colture models in 
serum-free supplemented medium. Experimental models were: “submerged model” 
(biopsies grown by immersion in the colture medium) and “air-liquid interface 
model” (the derma is immersed in the medium while the epidermis is kept exposed to 
the air, reproducing a situation closer to the natural skin).  
Moreover, due to the recent facts, that connect the onset of the atopic dermatitis to a 
damage of the cutaneous barrier, a set of biopsies was used to evaluate a procedure 
of damage of the stratum corneum: a model where the cutaneous barrier 
(physiologically provided by stratum corneum) is damaged would be extremely 
useful to study the pathogenesis and treatment of the atopic dermatitis.  
In the “submerged model”, samples were evaluated for their morphological 
characteristics and epidermal thickness on Haematoxilin & eosin stained sections, 
while the proliferation and differentiation of the keratinocytes were evaluated 
through immunohistochemical staining of cytokeratin 10, 14 and loricrin. Samples of 
the “air-liquid interface model” were evaluated only for their morphological features 
and epidermal thickness. The cutaneous barrier damage was evaluated only 
morphologiacally.  
Anatomical structures were well preserved in the “submerged model” for the whole 
14 culture days. Epidermal thickness was not significantly changed during the study. 
Immunolocalization of cytokeratins 10, 14 and of loricrin confirmed the normal 
keratinocyte differentiation. A reduction in the proliferation of the keratinocytes was 
observed from the day 7.  
Results of the “air-liquid interface model” showed morphological characteristics 
analogous to the “submerged model” until the day 7. From day 10, extended areas of 
hyperparakeratosis and degeneration of hair follicles were observed. Epidermal 
thickness was not significantly changed compared to the day 0.  
The skin where a test of barrier damage was carried out showed a damage extended 
to the entire epidermis, not only to the stratum corneum.  
In conclusion, the “submerged model” can be a good tool for skin culture, usable for 
physiopathological studies and to test therapeutic mixtures, in order to obtain a larger 
knowledge of biologic and histologic characteristics, and to better understand 
etiopathologic mechanisms that characterize skin diseases. The “air-liquid interface 
model” needs still to be refined since the skin was not preserved until the end of the 
culture period. The test of epidermal barrier damage was not successful too: different 
techniques already reported by other studies, like the use of acetone, sodium lauryl 
sulfate and the “tape stripping” method will be attempted. 
 
Key words: organ colture, skin, serum-free, dog. 
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1. INTRODUZIONE 
 
 
 
 
 
1.1 Anatomia della cute 
 
 
 
La cute è l’organo più esteso e visibile del corpo, (in un soggetto adulto 
rappresenta circa il 12% del suo peso corporeo). Anatomicamente è formata da 
epidermide e derma, derivanti da due diversi foglietti embrionali 
(rispettivamente ectoderma e mesoderma) e dagli annessi cutanei, di 
derivazione sia ectodermica che mesodermica, che comprendono i follicoli 
piliferi, le ghiandole sudoripare e sebacee, il muscolo piloerettore e le unghie. 
 
La cute riveste tutto il corpo, continuandosi con le mucose dell’apparato 
digerente (giunzione labiale), respiratorio (narici), urogenitale (giunzione 
anale, prepuzio, vulva) e si continua con la mucosa congiuntivale attraverso la 
giunzione palpebrale. 
 
 
Epidermide. È lo strato più esterno della cute, costituito da epitelio 
pavimentoso stratificato cheratinizzato. La popolazione cellulare che la 
costituisce è rappresentata in media per l’85% da cheratinociti, il resto dalle 
“cellule dendritiche residenti nell’epidermide”: melanociti (siti nello strato 
basale, sintetizzano melanina), cellule di Merkel (meccanocettori localizzati 
nello strato basale) e cellule di Langerhans (cellule presentanti l’antigene, 
dotate di prolungamenti ramificati). Lo spessore dell’epidermide varia nelle 
diverse localizzazioni anatomiche ed è inversamente proporzionale alla 
quantità di peli presenti. In genere, nel cane, nelle aree ricoperte da peli si 
rilevano 2-3 strati di cheratinociti nucleati, mentre nelle zone “specializzate”, 
come tartufo e cuscinetti plantari, lo spessore aumenta anche fino a 50 strati. 
 
L’epidermide è situata sopra la membrana basale, che funge da interfaccia con 
il derma, ed è suddivisa in 5 strati definiti, dal più profondo al più superficiale, 
basale o germinativo, spinoso o malpighiano, granuloso, lucido e corneo (Fig. 
1). 
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Lo strato basale o germinativo è facilmente riconoscibile per la distribuzione 
dei cheratinociti in monostrato lungo la membrana basale, che presentano una 
forma tendenzialmente cubica, un alto rapporto nucleo/citoplasma e basofilia 
citoplasmatica. I cheratinociti basali sono gli unici in grado di proliferare. 
 
Lo strato spinoso o malpighiano è costituito da un numero variabile di strati di 
cellule a forma poliedrica che tendono ad appiattirsi procedendo verso la 
superficie. Il nome “spinoso” deriva da particolari strutture di giunzione, i 
desmosomi, che precedentemente erano state descritte come “spine”. 
 
Lo strato granuloso è costituito da cellule più appiattite, con un nucleo 
contratto e raggrinzito, e citoplasma ricco di granuli cheratoialini intensamente 
basofili. Vi sono anche granuli più piccoli contenenti loricrina. Sia questi che i 
cheratoialini sono coinvolti nel processo di corneificazione. 
 
Lo strato lucido è sottile e compatto ed è presente solo nelle zone di maggior 
spessore dell’epidermide (in cane e gatto solo su tartufo e cuscinetti). È 
composto da cellule pavimentose cheratinizzate, prive di nuclei e organuli, 
contenenti una sostanza semifluida chiamata eleidina. 
 
Lo strato corneo, costituito da diversi strati (da 3 a 50), è più spesso sul tartufo 
e sui cuscinetti; è il più superficiale ed è composto da corneociti, cellule prive 
di nucleo, imbrigliate in una matrice cellulare lipidica (Scott et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Schema illustrante la normale stratificazione dell’epidermide 
 
 
 
Derma. Situato sotto l’epidermide, si divide in due strati: superficiale, più 
lasso,  e  profondo,  più  denso.  Nello strato  lasso  si  trovano  sottili  fibre 
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collagene, numerose fibre elastiche, una rete di capillari subepidermici e fibre 
nervose. Lo strato denso, che si continua direttamente con il sottocute, consiste 
di fibre collagene di notevole spessore, alcune fibre elastiche e relativamente 
pochi fibrociti. 
 
La componente cellulare del derma comprende diverse cellule che sono in 
genere classificate in due categorie: fisse e libere. Le prime sono una 
popolazione relativamente stabile di cellule a vita lunga che includono i 
fibroblasti, che secernono e mantengono le componenti extra-cellulari, e gli 
adipociti, che immagazzinano e rilasciano lipidi da utilizzare come sorgente di 
energia per il metabolismo di altre cellule dell’organismo. Le cellule libere 
sono una popolazione mutevole di cellule mobili che entrano nel tessuto 
connettivo dal sangue e migrano attraverso la sua sostanza fondamentale. Esse 
includono eosinofili, neutrofili, basofili, linfociti, macrofagi, plasmacellule e 
mastociti (Bloom e Fawcett, 1996) 
 
I fibroblasti, come accennato prima, sono responsabili della formazione e della 
distruzione del tessuto connettivo poiché sintetizzano sia il collagene, proteina 
che costituisce le fibre connettivali, sia enzimi collagenolitici, che hanno 
attività litiche verso queste stesse fibre; i mastociti originano da elementi 
provenienti dal midollo osseo, sono presenti nelle zone ricche di vasi del 
derma, contengono dei granuli citoplasmatici e sono considerate cellule 
secretorie del connettivo. Contengono, inoltre, triptasi, chimasi e istamina che 
possiede attività di vasodilatazione, di vaso-permeabilizzazione e di neuro-
trasmettitore (Abramo et al., 2009). 
 
 
Sottocute o ipoderma. Funge da congiunzione tra derma e muscolo o 
periostio sottostante ed è costituito da tessuto adiposo (che funge da isolante 
termico e, a livello dei cuscinetti, da “ammortizzatore”) e tessuto connettivo 
lasso (Scott et al., 2001). 
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Annessi cutanei. Comprendono i follicoli piliferi, le ghiandole sudoripare 
(apocrine o paratrichiali ed eccrine o merocrine o atrichiali), le ghiandole 
sebacee (olocrine) e alcune ghiandole “specializzate”. 
 
Nei carnivori i follicoli piliferi sono raggruppati in triplette, con follicolo 
centrale primario e due follicoli laterali, ciascuno a sbocco indipendente, e 
numerosi follicoli secondari. Ai peli primari sono sempre associati una 
ghiandola sebacea, una ghiandola sudoripara apocrina (paratrichiale, con 
sbocco nel follicolo pilifero) e un muscolo piloerettore, struttura di tessuto 
muscolare liscio, base anatomica del processo dell’orripilazione. Ai peli 
secondari sono talvolta associate le ghiandole sebacee, mentre mancano le 
sudoripare apocrine e il muscolo piloerettore. 
 
Il follicolo pilifero è una struttura complessa composta da numerosi cilindri 
concentrici di cellule epiteliali, noti con il termine di “guaine” che circondano 
il fusto del pelo. Esso presenta tre porzioni, dall’esterno (epidermide) verso 
l’interno (derma) sono rappresentate da infundibolo, istmo (porzioni entrambi 
sempre presenti), bulbo (porzione transitoria evidenziabile solo nella fase 
anagena della crescita del pelo). 
 
Le ghiandole sudoripare eccrine sono tubulari semplici di tipo merocrino (la 
cellula rimane intatta durante la secrezione), sono accolte nello spessore del 
derma e il loro adenomero descrive complicati gomitoli. Sboccano 
indipendentemente dal follicolo pilifero (atrichiali), direttamente attraverso 
l’epidermide, e si trovano nel cane e nel gatto solo nei cuscinetti plantari. 
 
Le ghiandole sudoripare apocrine (la porzione apicale della cellula va a 
costituire il prodotto di secrezione) sono sempre di tipo tubulare ma i loro 
gomitoli si spingono fino ai piani più profondi del derma, sconfinando anche 
nel sottocute. Le ghiandole ceruminose sono ghiandole apocrine modificate, 
situate nel canale uditivo esterno, a livello del derma. 
 
Le ghiandole sebacee, a secrezione olocrina (la cellula muore diventando essa 
stessa il prodotto di secrezione), sono alveolari semplici o ramificate, annesse 
ai follicoli piliferi, sono responsabili della secrezione del sebo, prodotto 
untuoso che conferisce morbidezza ed elasticità al pelo. Ghiandole sebacee 
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modificate costituiscono le ghiandole circumanali o perianali o epatoidi 
(Abramo et al., 2009). 
 
 
 
 
La cute svolge numerose funzioni fondamentali per la sopravvivenza 
dell’organismo: 
 
a) Barriera protettiva. Crea un ambiente interno per tutti gli altri organi, 
impedisce la perdita di acqua, elettroliti e macromolecole e protegge dagli 
agenti patogeni esterni; 
 
b) Regolazione della temperatura. Svolge questa funzione in più modi, in quanto 
funge da supporto per la pelliccia, regola il rifornimento cutaneo di sangue e la 
funzione delle ghiandole sudoripare; 
 
c) Deposito. Funge da riserva di principi nutritivi, elettroliti, acqua e altre 
sostanze; 
 
d) Immunoregolazione. Sono presenti diverse cellule immunocompetenti come 
quelle di Langerhans e i linfociti che intervengono nelle patologie su base 
allergica e proteggono la cute contrastando eventuali infezioni; 
 
e) Pigmentazione. Attraverso la formazione di melanina, la vascolarizzazione e 
la cheratinizzazione contribuisce alla colorazione del pelo e della cute. La 
pigmentazione cutanea contribuisce nella prevenzione di formazioni di danni 
dovuti alle radiazioni solari; 
 
f) Percezione sensoriale. La cute è un organo di senso in grado di percepire 
stimoli termici, dolorifici e pressori; 
 
g) Secrezione. È un organo secretorio in quanto possiede ghiandole apocrine, 
eccrine e sebacee; 
 
h) Produzione di Vitamina D. Essa è importante per la regolazione della 
proliferazione e della differenziazione cellulare oltre al suo ruolo peculiare nel 
metabolismo del calcio (Scott et al., 2001). 
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Differenziazione dei cheratinociti: cheratinogenesi o citomorfosi cornea 
 
I cheratinociti soggiacciono ad un complesso fenomeno differenziativo, 
chiamato cheratinogenesi o citomorfosi cornea. Esso consente alle cellule 
dello strato basale, dotate di attività germinativa, di lasciare le porzioni 
profonde dell’epidermide per raggiungere quelle più superficiali sotto forma di 
elementi cheratinizzati desquamanti. Il processo di maturazione nel cane dura 
circa 22 giorni (Scott et al., 2001), durante questo periodo le cellule 
modificano totalmente gli elementi strutturali e funzionali di cui sono 
costituite, per divenire dei corpi desquamanti anucleati, interamente 
cheratinizzati, indicati con il termine di corneociti, cellule anucleate, 
estremamente appiattite, con un citoplasma occupato da un complesso fibro-
amorfo costituito da filamenti di cheratina immersi in una matrice densa, 
delimitato da una spessa parete detta envelope corneificato. Il complesso delle 
modificazioni che si realizzano nell’ambito della popolazione cheratinocitaria 
epidermica durante la differenziazione cellulare può essere suddiviso in tre 
momenti fondamentali: proliferazione (le cellule dell’epidermide mostrano un 
continuo rinnovamento legato all’attività mitotica delle cellule basali), 
differenziazione (processo di maturazione continuo ed irreversibile che, dai 
cheratinociti basali, porta alla formazione dei corneociti), desquamazione 
(processo di esfoliazione dei corneociti dalla superficie cutanea) (Mechelli et 
al., 1998). 
 
Il processo di cheratinizzazione porta alla formazione della barriera cutanea: 
essa ha un ruolo fondamentale in quanto previene l’essiccamento per eccessiva 
perdita di acqua transepidermica e la penetrazione di sostanze esogene 
provenienti dall’ambiente, potenzialmente dannose per l’organismo. La perdita 
di acqua transepidermica può essere misurata e costituisce un parametro che 
misura lo “stato della barriera”: essa viene descritta con il suo acronimo 
inglese TEWL: trans-epidermal water loss. Il ruolo protettivo è esercitato 
proprio dallo strato più esterno dell’epidermide, lo strato corneo, composto da 
cheratinociti corneificati circondati da un complesso di lamelle lipidiche 
(Olivry, 2011). 
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La funzione della barriera cutanea è svolta principalmente dalla parte più 
profonda dello strato corneo e dipende dalla sua integrità strutturale (Elias et 
al., 2008). Questa integrità è mantenuta da desmosomi modificati, cheratinociti 
differenziati e lipidi intercellulari. Durante il processo di cheratinizzazione i 
corpi lamellari, organelli contenuti nello strato granuloso, forniscono i lipidi e 
gli enzimi necessari per una ulteriore differenziazione e desquamazione 
dell’epidermide (Nemes et al., 1999). Questi lipidi costituiscono delle lamelle 
lipidiche extracellulari che prevengono la perdita di acqua e limitano la 
penetrazione di materiale esogeno. La matrice delle lamelle lipidiche è 
composta da una varietà di lipidi che comprende ceramidi, colesterolo, acidi 
grassi e esteri del colesterolo (Proksch et al., 2008). 
 
In ogni strato dell’epidermide i cheratinociti esprimono differenti set di 
filamenti intermedi di cheratina. Le cheratine sono quindi proteine espresse in 
maniera diversa durante la differenziazione dei cheratinociti. Esse formano 
degli eterodimeri proteici acidi (tipo I) e basici (tipo II) e, una volta 
assemblate, originano un citoscheletro tridimensionale localizzato nel 
citoplasma e intorno al nucleo. Questi filamenti di cheratina sono ancorati ai 
desmosomi che sono dei complessi giunzionali utilizzati per l’adesione cellula-
cellula. Come accennato sopra, le cheratine risultano essere diverse nei vari 
strati componenti l’epidermide (Fig.2 e Tab.1): nello strato basale i 
cheratinociti esprimono la cheratina 5 (K5) (basica, tipo II) e la cheratina 14 
(K14) (acida, tipo I). Durante la differenziazione dallo strato basale allo strato 
spinoso i cheratinociti cambiano l’espressione delle cheratine in cheratina 1 
(K1) (basica, tipo II) e in cheratina 10 (K10) (acida, tipo I). Dopo lo strato 
spinoso si formano, nel granuloso, dei granuli cheratoialini: complesso amorfo 
proteico di cheratina e proteine leganti la cheratina come la filaggrina e la 
loricrina (LOR), costituenti anche l’envelope corneificato (Matsui et al., 2015). 
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Figura 2 - Distribuzione delle cheratine e della loricrina nei diversi strati di cellule epidermiche. 
Quelle in grassetto sono utilizzate quali marker del citoscheletro dei cheratinociti per verificare la 
differenziazione dell’epidermide (Mechelli et al., 1998). 
 
 
 CHERATINE  LOCALIZZAZIONE 
 K1 e K10   Cellule soprabasali dell’epidermide normale  
      
 K2 e K11  Cellule più superficiali dello strato spinoso 
    
 K3   Cornea  
      
 K4 e K13  Epitelio esofageo 
    
 K5 e K14   Cellule basali dell’epitelio pavimentoso pluristratificato  
      
 K6 e K16  Cellule soprabasali di epiteli iperplastici 
    
 
K8 e K18 
  Epiteli semplici; cellule secretorie delle ghiandole sudoripare; cellule di 
   Merkel;  
   
   t umori  benigni  del  follicolo  pilifero;  carcinoma  squamoso  poc o 
    differenziato  
 K9  Cellule soprabasali dei cuscinetti plantari 
    
 
K15 
  Epitelio pavimentoso pluristratificato non corneificato (ano, esofago,  
   epiglottide)       
      
 K 17  Guaina esterna della radice del follicolo pilifero 
    
 K 20   Cellule di Merkel  
      
Tabella 1 - Distribuzione dei vari tipi di cheratine nei tessuti epiteliali (Mechelli et al., 1998) 
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 Sulla base della loro localizzazione anatomica, le cheratine possono quindi 
essere utilizzate come markers di differenziazione epidermica. Filaggrina e 
loricrina sono specificamente utilizzate per verificare lo stato dello strato 
granuloso (Jensen et al., 2007; Kobayashi et al., 2013). 
 
 
1.2 Barriera cutanea e dermatite atopica 
 
 
 
La dermatite atopica (DA) è una delle malattie cutanee più diffuse sia nel cane 
che nell’uomo. Nell’uomo colpisce almeno il 30% della popolazione presente 
nei paesi sviluppati (Hillier et al., 2001). Anche nel cane risulta essere una 
malattia molto frequente, ciò è confermato da diversi studi, in particolare in 
uno del 2001 viene individuata come la seconda patologia che genera prurito, 
dopo la dermatite allergica da pulce (Scott et al., 2001). È definita come una 
dermatosi comune del cane, geneticamente predisposta, che determina 
infiammazione della cute e prurito. Essa presenta degli aspetti clinici 
caratteristici associati alla presenza di IgE (Immunoglobuline E), 
comunemente dirette contro gli allergeni ambientali (Halliwell et al., 2006). 
Nonostante la larga diffusione e l’importanza clinica della malattia, essa non è 
ancora ben conosciuta dal punto di vista patogenetico: finora la maggior parte 
delle ricerche sono state focalizzate principalmente sulla risposta del sistema 
immunitario (Marsella et al., 2010). E’ di più recente acquisizione l’idea che 
una alterazione della barriera cutanea possa essere implicata come fattore 
genetico predisponente nella patogenesi delle lesioni. 
 
Nell’ambito della dermatologia umana sono stati compiuti diversi studi circa il 
danneggiamento della barriera cutanea in corso di dermatite atopica. I risultati 
hanno dimostrato che, nei soggetti con DA, il danneggiamento della barriera è 
rilevabile sia nella cute che presenta lesioni sia in quella che non le presenta. Il 
danno alla barriera sembra essere di tipo morfologico ma anche biochimico, 
sono infatti state riscontrate alterazioni circa la composizione delle ceramidi e 
delle disfunzioni nell’estrusione dei corpi lamellari (Melnik et al., 1988; 
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Fartasch et al., 1992; Werner et al., 1987) che danno origine proprio al danno: 
il rilascio dei corpi lamellari è incompleto e ritardato e questi possono essere 
individuati nello strato corneo. Si ipotizza che un difetto di permeabilità nella 
barriera possa favorire l’ingresso di allergeni ambientali, aumentando così il 
rischio di sensibilizzazione nei soggetti geneticamente predisposti alla 
dermatite atopica (Hudson et al., 2006; Cork et al., 2006). 
 
Ci sono delle similitudini tra la dermatite atopica umana e canina dal punto di 
vista clinico ed immunologico (Marsella et al., 2003), mentre esistono pochi 
studi, nel cane, sul ruolo della barriera cutanea in questa patologia. È stata già 
evidenziata l’importanza della via epicutanea di esposizione all’allergene nella 
malattia canina (Marsella et al., 2006) e che le anomalie di forma e di struttura 
nelle lamelle lipidiche dello strato corneo presenti nel cane suggeriscono dei 
difetti nei lipidi epidermici (Inman et al., 2001). Se questi cambiamenti siano 
primari o secondari e quanto l’esposizione all’allergene possa modificare i 
lipidi lamellari non è ancora chiaro. L’ostacolo più grosso è sempre stato 
quello di provare a rispondere a questa domanda utilizzando soggetti in cui la 
patologia si presenta spontaneamente: ci sono troppe variabili legate alle 
diverse razze, all’influenza delle condizioni ambientali, alla dieta alimentare, 
allo stadio della patologia ed alla terapia topica eventualmente adottata. In uno 
studio del 2010 è stata valutata al microscopio elettronico l’ultrastruttura dello 
strato corneo di soggetti con dermatite atopica per compararlo con quello di 
soggetti sani. È stato creato un modello sperimentale di dermatite atopica 
canina, utilizzando due gruppi di cani, appartenenti tutti alla razza Beagle. Un 
gruppo era composto da soggetti atopici, l’altro da soggetti sani. I cani atopici 
appartenevano ad una colonia di Beagle sensibilizzati per via epicutanea al 
 
Dermatophagoides farinae, il comune acaro della polvere (House Dust Mite o 
HDM). Questi animali risultavano positivi sia all’”atopy patch test” (APT) che 
al test cutaneo intradermico effettuato per 15 minuti con HDM. Inoltre questi 
cani sviluppavano lesioni cutanee e prurito se esposti all’allergene dell’HDM. 
 
In questo esperimento gli animali di entrambi i gruppi sono stati stimolati per 
via cutanea con una coltura pura di HDM, dopo di che sono state prelevate da 
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ciascun soggetto sensibilizzato due biopsie cutanee dalla zona inguinale: una 
prima dell’esposizione all’allergene, l’altra 3 ore dopo l’ultima stimolazione 
del terzo giorno (Marsella et al., 2010). I risultati hanno rivelato numerose 
anomalie, analoghe a quelle riscontrate in medicina umana (Warner et al., 
2003; Fartasch et al., 1992; Werner et al., 1987), nei soggetti atopici rispetto i 
sani: disorganizzazione dei lipidi lamellari, aumento dello spazio tra 
corneociti, presenza di corpi lamellari dentro i corneociti e una grande quantità 
di lipidi amorfi intercellulari, in particolare quest’ultimo aspetto è risultato più 
marcato dopo la stimolazione con l’allergene. I lipidi lamellari risultano 
allargati, disorganizzati e delaminati (roll up). Nei soggetti atopici queste 
alterazioni, riscontrate anche nelle biopsie prelevate prima della 
sensibilizzazione all’allergene, sono state esacerbate proprio dalla 
stimolazione effettuata con l’HDM: questo ha indotto a ipotizzare che la cute 
sia suscettibile all’allergene a causa di un difetto primario della barriera 
piuttosto che conseguentemente all’azione lesiva degli enzimi dell’HDM. 
Ancora non è chiaro, però, se le alterazioni riscontrate prima del trattamento 
con l’HDM siano effettivamente già presenti oppure secondarie alla 
sensibilizzazione da parte dell’allergene. Di certo va sottolineato che la cute 
non ancora sensibilizzata non ha presentato nessun segno clinico evidente di 
infiammazione e la colorazione con ematossilina ed eosina non ha evidenziato 
la presenza di infiltrato infiammatorio: questo supporta ulteriormente l’ipotesi 
che le alterazioni della barriera siano primarie e non dovute ad una precedente 
sensibilizzazione ad un allergene (Marsella et al., 2010). In medicina umana si 
sta rivalutando la patogenesi della dermatite atopica: inizialmente la causa 
primaria era ricondotta a problemi immunologici, mentre adesso si fa largo 
l’ipotesi che una disfunzione della barriera cutanea sia tra i fattori scatenanti 
più importanti (Elias et al., 2008). Nel cane sembra si stia andando verso la 
stessa direzione. 
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1.3 Impatto della dermatologia nella diagnostica veterinaria 
 
 
 
Diversi studi hanno sottolineato la rilevante incidenza delle patologie 
dermatologiche nella pratica veterinaria, in modo particolare nel cane. 
 
Nel 1974 una ricerca commissionata dalla British Small Animal Veterinary 
Association (BSAVA) evidenziò, nel cane, che il 20% dei casi clinici 
esaminati riguardavano patologie dell’orecchio e della cute (Evans et 
al.,1974). Quattro anni dopo un articolo statunitense mostrò che il 25% dei casi 
clinici di piccoli animali concerneva patologie dermatologiche (Scott et al., 
2001). Nel 1990 in Canada si ottennero risultati simili: il 18,8% dei casi clinici 
di cani riguardavano malattie dermatologiche (Scott e Paradis 1990). Altri 
studi più recenti hanno confermato queste osservazioni (Lund et al., 1999). 
 
Per quello che riguarda le cause di queste patologie, le più comuni riscontrate 
furono: infestazioni da pulci, infezioni batteriche, malattie allergiche della 
cute, problemi dei sacchi anali e neoplasie (Harvey, 1974; Halnan, 1976; 
Halliwell, 1979; Sischo et al., 1989; Scott e Paradis, 1990; Lund et al., 1999). 
 
Questi dati rispecchiano la realtà attuale: in un articolo del 2006, svolto da 
ricercatori della facoltà di Medicina Veterinaria dell’Università di Edimburgo, 
si è cercato di raccogliere informazioni sulla prevalenza delle malattie cutanee 
nei piccoli animali: su 2322 cani, con età media di 6 anni, 559 (24%) 
presentavano problemi dermatologici. Un consulto dermatologico è risultato 
essere la seconda causa per cui ci si rivolge al veterinario (la prima è la 
profilassi vaccinale) ed è dalle 2 alle 3 volte più comune della categoria 
successiva, rappresentata dai problemi di carattere gastrointestinale (Fig. 3). 
La maggior parte delle diagnosi hanno evidenziato soprattutto infestazioni 
parassitarie, infezioni batteriche e neoplasie, in particolare otiti, piodermiti, 
ostruzioni dei sacchi anali, infestazioni di pulci e dermatite atopica (Hill et 
al.,2006). 
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Tra le ricerche più recenti figura anche uno studio inglese del 2014, dove sono 
state individuate le patologie più frequenti che inducono il proprietario a 
sottoporre il proprio animale a cure veterinarie di base. Il numero di soggetti 
valutati sfiora i 4,000 (3,884), i dati sono stati raccolti da 89 cliniche situate tra 
la zona centrale e sud-orientale dell’Inghilterra. Gli animali hanno un peso 
medio di 17,3 kg ed una età media di 4,8 anni. Dai dati riportati si evince che: 
le prime quattro malattie più frequenti sono le otiti esterne (10,2%), le malattie 
periodontali (9,3%), le ostruzioni dei sacchi anali (7,2%) e l’onicogrifosi 
 
(7,1%); tra le patologie di media gravità le più frequenti sono le enteropatiche 
(17,8%) e le dermatologiche (15,5%); gli apparati maggiormente coinvolti 
sono il tegumentario (36,3%), il digerente (29,5%) e il muscolo scheletrico 
(14,8%) (O’Neill et al., 2014). 
 
Nell’ambito della cura dei piccoli animali non si può, quindi, ignorare la 
grande importanza rivestita dalla dermatologia. Da anni la ricerca scientifica 
dermatologica, sia veterinaria che umana, porta avanti diversi progetti che 
studiano i meccanismi patofisiologici della cute. Tutto ciò è fondamentale per 
la scoperta di cure sempre più efficaci nei confronti di patologie che, come 
appena visto, rappresentano una grossa fetta tra quelle che maggiormente 
minano il benessere dei piccoli animali, in particolare del cane. 
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Figura 3. Il consulto dermatologico è la seconda causa per cui ci si rivolge al veterinario. (Hill et 
al.,2006) 
 
 
 
 
 
 
 
1.4 Approcci sperimentali nello studio delle patologie 
 
dermatologiche 
 
 
 
Per lo studio di qualsiasi patologia l’ideale è rappresentato dall’approccio in 
vivo che, però, può comportare inutili disagi e sofferenze per l’animale. A tal 
proposito è stata emanata la direttiva 2010/63/EU: essa ha lo scopo di 
proteggere gli animali utilizzati a fini scientifici e di assicurare, in tutta 
l’Unione Europea, condizioni di parità per le imprese e per i ricercatori, 
incrementando la qualità della ricerca scientifica, rafforzando la protezione 
degli animali ancora usati nelle procedure scientifiche e fornendo un forte 
impulso per una maggiore promozione nello sviluppo di metodi alternativi, 
ponendo particolare rilievo al principio delle tre R (Replacement, Reduction 
and Refinement - sostituzione, riduzione e perfezionamento) nell’ambito della 
sperimentazione animale con l’obiettivo finale della completa sostituzione 
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delle procedure su animali vivi. Questo principio risale a un testo di Rex Burch 
e William Russell del 1959 in cui i due autori, membri della University 
Federation of Animal Welfare (UFAW), introdussero una serie di 
raccomandazioni per favorire una sperimentazione animale maggiormente 
attenta al benessere degli animali da laboratorio (Russell e Burch, 1959). 
Attualmente con le 3R si suggerisce di verificare la possibilità di rimpiazzare il 
proprio modello animale con un metodo alternativo nell’ottica di ridurre il più 
possibile il numero di soggetti da utilizzare in quel particolare protocollo 
sperimentale; il termine refinement significa perfezionare le condizioni 
sperimentali in modo da ridurre il più possibile la sofferenza imposta agli 
animali (Manciocco et al., Rapporto Istisan 11/39). 
 
Nell’ambito della ricerca dermatologica si è andati incontro a queste esigenze 
studiando diversi modelli cutanei come le colture cellulari, le colture 
organotipiche e le colture d’organo. 
 
Colture cellulari. Tra i modelli in vitro ritroviamo le colture cellulari in “2D” 
 
(bidimensionali) e “3D” (tridimensionali): le prime corrispondono alle 
semplici colture cellulari monostrato e sono costituite solo dalle singole cellule 
che crescono lungo una superficie piatta, le “3D” sono costituite da colture 
dove le cellule crescono in aggregati/sferoidi che possono essere inclusi o siti 
su una matrice, oppure ancora sospesi nel mezzo di coltura. 
 
La struttura delle colture “2D” permette una diffusione più omogenea dei 
nutrienti e dei fattori di crescita presenti nel medium durante la crescita 
(Huang et al., 2013). Le cellule mature appaiono, però, più piatte e stirate 
rispetto a come le riscontreremmo in vivo e questa anormale morfologia può 
influenzare molti processi, compresa la proliferazione cellulare, la 
differenziazione, l’apoptosi e l’espressione genetica e proteica (Tibbitt et al., 
2009). 
 
Le colture “3D”, rispetto alle bidimensionali, presentano delle interazioni 
cellula-cellula e cellula-matrice cellulare che mimano la naturale struttura in 
vivo. Le cellule che compongono gli sferoidi presentano diversi stadi di 
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sviluppo ed una morfologia molto simile a quella che naturalmente presentano 
nel corpo (Kim, 2005). 
 
Gli sferoidi, in base alla forma che assumono, possono essere raggruppati in 4 
categorie: 
 
Rotondi. Mostrano una forte adesione cellula-cellula e i nuclei sono 
organizzati intorno il centro della colonia; 
 
A mucchio. La comunicazione cellulare è molto forte ma le cellule sono 
disposte in maniera molto casuale e i nuclei sono disorganizzati; 
 
A grappolo. Presentano scarse interazioni cellula-cellula; 
 
Stellati. presentano delle proiezioni che possono fare da ponte tra le varie 
colonie e invadere la matrice (Edmondson et al., 2014). 
 
Esistono più metodi per costituire gli aggregati/sferoidi cellulari: 
 
Forced floating. Gli sferoidi si ottengono prevenendo l’attaccamento delle 
cellule alla superficie della provetta che, in tal senso, risulta appositamente 
modificata. Questo promuove i contatti cellula-cellula e quindi, dopo 
centrifugazione, la formazione di sfere multicellulari; 
 
Hanging drop. Si pone una piccola aliquota di una sospensione di singole 
cellule nei pozzetti di una piastra 60-well; questa poi viene capovolta e le 
aliquote formano delle “gocce pendenti” (per questo hanging drop) che sono 
mantenute in situ dalla tensione superficiale. Le cellule si accumulano nella 
punta della goccia, a livello dell’interfaccia aria-liquido, e possono proliferare. 
Agitation based. All’interno di un contenitore viene posta una sospensione che 
va mantenuta costantemente in movimento o tramite mescolazione o tramite 
rotazione del contenitore stesso. In questo modo le cellule non aderiscono alle 
pareti ma instaurano delle interazioni cellula-cellula; 
 
Matrici e impalcature. Fungono da supporto per gli sferoidi poichè permettono 
le interazioni tra le cellule. Le matrici mimano la naturale matrice 
extracellulare mentre le impalcature sono costituite principalmente da una rete 
di fibre che possono essere di collagene, laminina, arginato o di altri materiali; 
Microfluidic cell culture platforms. Questo sistema è composto da una camera 
microfluidica principale nella quale è presente una gamma di microcolonne 
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attraverso cui passa una sospensione cellulare. Le microcolonne sono 
progettate per immobilizzare le cellule e per supportare la loro crescita, 
favorendo le interazioni tra di esse. (Breslin et al., 2013). 
 
Colture organotipiche. L’uso di colture cellulari “3D” consente lo sviluppo 
di colture multicellulari sempre tridimensionali, come le co-colture e le colture 
organotipiche (Breslin et al., 2013). 
 
Una coltura organotipica consente la crescita in vitro di tessuti biologici 
complessi in maniera tale che replichino parte della loro normale fisiologia e 
funzione. In particolare, a livello cutaneo, riproducono lo spazio stratificato 
tridimensionale nel quale le cellule della cute normalmente svolgono la 
propria funzione in vivo. Essenzialmente la cute è costituita da uno stroma 
ricco di collagene dove predominano i fibroblasti ricoperta da epidermide 
stratificata. Le colture organotipiche di cute sono ottenute popolando di 
fibroblasti una matrice artificiale, sulla cui superficie vengono in seguito 
seminati i cheratinociti la cui differenziazione è indotta mediante esposizione 
della superficie all’aria (Oh et al., 2013). 
 
Le colture organotipiche presentano sia dei vantaggi che dei limiti: da una 
parte permettono, pur trattandosi di un modello in vitro, di studiare alcuni 
comportamenti delle cellule come se fossero in vivo, di eseguire studi che 
sull’animale sarebbero considerati dannosi e non etici, di modellare malattie 
della cute per studiarne i meccanismi, di verificare l’efficacia di potenziali 
terapie e farmaci; dall’altra, però, ripropongono solo parzialmente la funzione 
e l’organizzazione della cute, non permettono lo studio di risposte complesse e 
sistemiche come la guarigione delle ferite, non vi è un’adeguata distribuzione 
dei nutrienti dal mezzo di coltura e lo studio di determinate patologie richiede 
tessuti ottenuti da donatori malati (Oh et al., 2013). 
 
In medicina veterinaria, il gruppo di ricerca diretto da Puidgemont ha 
sperimentato di recente due modelli organotipici utilizzando cute canina 
(Cerrato et al., 2012) ed equina (Cerrato et al., 2014). 
 
Nel primo caso sono stati combinati cheratinociti canini primari con una 
matrice dermica acellulare suina (PADM). I cheratinociti sono stai ottenuti da 
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epidermide di cane sottoposta a digestione enzimatica con tripsina. La matrice 
suina è stata ricavata da cute di maiale: dei frammenti cutanei hanno subito un 
processo di decellularizzazione basata sull’uso di una combinazione di metodi 
fisici (congelamento-scongelamento e imbibizione in una soluzione acquosa di 
cloruro di sodio) ed enzimatici (tripsina). Inoltre, per studiare il ruolo dei 
fibroblasti nella formazione di giunzioni epidermiche, in alcuni casi sono stati 
aggiunti al PADM dei fibroblasti dermici di cane. Infine i cheratinociti sono 
stati seminati sul PADM. Il risultato raggiunto ha portato alla formazione di 
epidermide stratificata dopo due settimane di coltura, a prescindere dalla 
presenza di fibroblasti nella matrice. Nei campioni con fibroblasti è stata 
osservata la formazione di una membrana basale, indice che la PADM è anche 
una struttura dinamica che favorisce la crescita degli stessi fibroblasti e la 
proliferazione e differenziazione dei cheratinociti (Cerrato et al., 2012). 
 
Nello studio effettuato sul cavallo, i cheratinociti ed i fibroblasti derivavano 
entrambi da cute equina e sono stati ottenuti attraverso una doppia digestione 
enzimatica, eseguita prima con collagenasi e poi con tripsina. I fibroblasti 
sono stati inseriti in una matrice di collagene di tipo I per ottenere la struttura 
dermica, sulla cui superficie sono stati seminati i cheratinociti. Le colture sono 
state quindi esposte all’aria per permettere la stratificazione dell’epidermide. 
Dopo 14 giorni di coltura, tramite le analisi istologiche, è stata osservata la 
differenziazione dei cheratinociti e la formazione di epidermide 
multistratificata. Attraverso l’immunocolorazione Ki67, si è osservata la 
presenza di una subpopolazione di cheratinociti proliferanti a livello dello 
strato basale: il numero di queste cellule era simile a quello della cute equina. 
 
A livello ultrastrutturale, tramite l’utilizzo di un microscopio elettronico, è 
stata individuata la presenza di desmosomi tra i cheratinociti e la formazione 
di una membrana basale continua, con la presenza di emidesmosomi tra i 
cheratinociti basali e la lamina densa, riproponendo, anche in questo caso, le 
caratteristiche della cute normale. Per la prima volta, tramite questo studio, è 
stato creato un modello equivalente alla cute di cavallo sotto l’aspetto 
istologico, immunoistochimico ed ultrastrutturale (Cerrato et al., 2014). 
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Colture d’organo. Lo studio delle colture di cute da biopsia è stato intrapreso 
sull’uomo già dall’inizio del secolo scorso ma l’attenzione è cresciuta a partire 
dal 1965, anno in cui è stato effettuato uno studio da Eve P. Reaven e Alvin J. 
Cox dell’università di Stanford. Essi utilizzarono dei campioni di cute umana 
prelevata da soggetti deceduti da non più di 8 ore o che avevano subito una 
mastectomia in seguito a carcinoma. I donatori erano sia maschi che femmine, 
mentre l’età era variabile, prevalentemente compresa tra i 40 e i 60 anni. 
 
Nell’esperimento i campioni prelevati venivano separati dal grasso e posti per 
un periodo compreso tra i 15 e i 60 minuti in una soluzione salina, addizionata 
di penicillina-G e streptomicina. Quindi la cute veniva stesa, con il derma 
rivolto verso il basso, su una carta filtro pulita e fissata ad un tavolo di 
sughero. Sulla superficie della cute è stato applicato e poi tirato via del nastro 
adesivo, l’operazione è stata ripetuta approssimativamente 40 volte, ognuna 
con un nuovo pezzo di scotch. Dopo aver bagnato la superficie epidermica con 
la BSS (Hank's balanced salt solution), sono state prelevate delle porzioni 
superficiali spesse 0,5 mm attraverso l’utilizzo di un cheratotomo di 
Castroviejo. Le strisce ottenute sono state poi ulteriormente divise in pezzi più 
piccoli, posti immediatamente su una spugna di cellulosa imbevuta di mezzo 
di coltura a sua volta disposta in una piastra Petri contenente il mezzo di 
coltura “Eagle’s minimum essential medium” (MEM) arricchito con siero 
umano, L-glutamina, penicillina-G e streptomicina. Il mezzo di coltura è stato 
posto in maniera da raggiungere la superficie della spugna senza coprire i 
campioni. Dopo di che le piastre Petri coperte sono state poste in un incubatore 
umidificato mantenuto tra i 36°C e i 38°C, con un pH compreso tra 7,2 e 7,4 
determinato da una miscela gassosa di CO₂ e aria. Il mezzo di coltura veniva 
cambiato ogni 2-3 giorni e i campioni prelevati in gruppi di cinque o 
giornalmente o ai giorni 4 e 7. 
 
La cute è entrata in un attivo periodo di crescita subito dopo la rimozione dello 
strato corneo attraverso l’utilizzo del nastro adesivo: in questo periodo si erano 
formate nuove cellule a livello dello strato basale e l’intero spessore della cute 
 
è aumentato. Inoltre ha continuato a verificarsi la differenziazione dei 
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cheratinociti. Nonostante ciò erano ancora presenti delle differenze tra questo 
modello e quello in vivo: non si sa fino a che punto le manipolazioni effettuate 
sulla cute, in primis quella con il nastro adesivo, abbiano stimolato un 
proliferazione cellulare come reazione ad un danno. Altra differenza è 
l’irregolarità nel comportamento delle singole cellule in vitro: sono stati 
riscontrati dei disordini di maturazione e di orientamento delle cellule 
dell’epidermide in gran parte dei campioni. Aldilà delle differenze la nota 
positiva è che gli espianti hanno comunque presentato maturazione epidermica 
con anche la formazione di granuli cheratoialini e dello strato corneo (Reaven 
e Cox, 1965). 
 
Con il passare degli anni sono stati aggiunti altri lavori sulla crescita in vitro 
della cute umana (Sarkany et al., 1965), in altri ancora è stato indagato 
l’aspetto patogenetico tramite la coltura di cute affetta da psoriasi (Caron, 
1968). Arrivando ai giorni nostri si contano numerosi studi effettuati sulla 
coltura di cute umana. Nel 2007 è stato messo a punto un modello in cui si è 
mantenuto vitale del cuoio capelluto umano per più di 2 settimane, 
utilizzando, per la prima volta in una coltura d’organo di questo tipo, un 
terreno di coltura “serum-free”, ovvero privo di siero animale. Questa è stata 
una importante novità in quanto, nonostante il siero sia ritenuto importante per 
garantire una maggiore durata della vitalità degli organi coltivati, i composti 
biologicamente attivi presenti in esso non possono essere totalmente 
individuati e quindi considerati da punto di vista analitico, e possono 
potenzialmente interferire con gli esperimenti (Oh et al., 2013). Inoltre, con 
l’aggiunta del siero, vengono mescolate componenti di specie diverse (di 
solito viene utilizzato del siero fetale di bovino o FBS) che si trovano in 
momenti di sviluppo differenti (la cute appartiene a soggetti adulti mentre il 
siero è di origine fetale) (Lu et al., 2007). 
 
In questo modello sono stati valutati diversi parametri attraverso i quali è stato 
dimostrato che il cuoio capelluto ed i follicoli piliferi possono essere coltivati 
per più di due settimane in un medium “serum-free”, mantenendo 
l’architettura del tessuto ad un livello ragionevole di integrità e funzionalità, 
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con una buona probabilità di sopravvivenza. È stato utilizzato del cuoio 
capelluto di cinque donne adulte con età media di circa 56 anni, prelevato in 
seguito ad interventi di routine di chirurgia estetica. La cute è stata lavata per 5 
minuti con il medium William’s E al quale sono stati aggiunti antibiotici-
antimicotici. 
 
I campioni sono stati posti con cura sempre nel medium arricchito con 
antibiotici, insulina, idrocortisone e L-glutamina. I frammenti di cute sono 
stati lasciati galleggiare nel medium, con l’epitelio rivolto in su, verso 
l’interfaccia aria-liquido, ed il derma rivolto verso il basso. Le colture sono 
state mantenute a 37°C in un incubatore con il 95% di aria ed il 5% di CO₂. 
Dai lembi di cute sono state ricavate diverse biopsie di 2 mm con un punch. 
Per un confronto è stata istituita una coltura utilizzando il medium Minimal 
Essential (MEM) addizionato con il 10% di FBS, penicillina e streptomicina. I 
risultati hanno evidenziato la crescita del fusto dei capelli, sia pigmentati che 
non, per oltre 16 giorni. Al giorno 22 è stato misurato un aumento di 
lunghezza 3 volte maggiore rispetto quello riscontrato nella coltura contenente 
il siero, in cui l’allungamento del capello si è fermato 4 giorni prima rispetto la 
coltura “serum-free”. Questo conferma l’effetto inibente del siero sulla 
crescita del follicolo pilifero, già evidenziato in studi precedenti (Philpott et 
al., 1990; Philpott et al., 1994). In aggiunta è stato valutato il livello di LDH 
(lattato deidrogenasi) rilasciato nel mezzo di coltura nei primi 22 giorni: esso 
viene utilizzato quale indicatore di citotossicità. È risultato che i livelli 
dell’enzima raggiungono due picchi: in entrambe le colture il primo picco si è 
verificato subito dopo la messa in coltura, come ovvia conseguenza delle 
manipolazioni effettuate sulla cute, mentre il secondo picco si è presentato al 
giorno 12 nella coltura con siero e al giorno 16 in quella “serum-free”. Da 
notare che l’attività massimale dell’LDH nel gruppo William’s E è presente al 
giorno 2 mentre nell’altro gruppo si riscontra direttamente al giorno 12, per 
cui la presenza del siero conferisce una relativa migliore citoprotezione 
durante la fase iniziale di coltura, mentre il William’s E potrebbe avere un 
effetto citoprottettivo mediamente migliore tra i giorni 4 e 12. Inoltre nel 
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gruppo William’s E i livelli di LDH superano sempre quelli del gruppo MEM, 
suggerendo un moderato aumento della citoprotezione dovuto alla presenza di 
siero. 
 
È stata effettuata una valutazione anche dal punto di vista istologico. I 
campioni sono stati prelevati ai giorni 5, 17 e 27: sia l’epidermide che 
l’epitelio del follicolo pilifero hanno mostrato un progressivo assottigliamento 
con l’aumentare della durata della coltura, si è notata infatti una progressiva 
atrofia epiteliale, oltre che delle anomalie circa la normale differenziazione dei 
cheratinociti durante tutto il periodo in cui si è mantenuto uno strato vitale e 
proliferante di cellule basali. 
 
Con una doppia immunofluorescenza Ki67/TUNEL (Terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) sono state individuate le 
cellule proliferanti (Ki67+) e quelle apoptotiche (TUNEL+). Il risultato ha 
confermato quello osservato istologicamente: le cellule proliferanti si sono 
ridotte, passando dal 6% all’1% in 37 giorni; allo stesso tempo il numero delle 
cellule apoptotiche nell’epitelio del follicolo pilifero è aumentato 
costantemente e ha raggiunto il 20% al giorno 27, mentre a livello 
dell’epidermide ha raggiunto il 37% già al giorno 17. Eppure, nonostante la 
progressiva morte cellulare, in almeno un campione coltivato per 88 giorni 
sono state rinvenute, all’interno del derma degenerato, alcune isole epiteliali 
sopravvissute che rappresentano i resti dell’epitelio follicolare decomposto. 
 
Ciò significa che dei gruppi di cellule isolate traggono beneficio da segnali 
promotori di sopravvivenza (survival-promoting) che potrebbero essere 
identificati grazie all’utilizzo di questo modello di coltura d’organo. 
 
Altro aspetto considerato è stato quello relativo alla pigmentazione epidermica 
e del follicolo pilifero: essa decresce gradualmente nei primi 16 giorni di 
coltura. Nel follicolo la riduzione della pigmentazione è correlata con quella 
della percentuale dei follicoli piliferi in stato di anagen; nell’epidermide i 
granuli di melanina sono stati individuati solo negli strati basali e soprabasali 
fino al giorno 5, dopo di che anche nello strato corneo. 
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Questo modello ha anche permesso di osservare il ciclo del follicolo pilifero, 
mentre le analisi in vitro effettuate fino a quel momento avevano permesso 
soltanto l’osservazione del passaggio tra lo stato di anagen IV a quello 
iniziale/medio di catagen. In questo esperimento il numero di follicoli anagen 
IV è diminuito precipitosamente nei primi 12 giorni, per poi non essere più 
osservati dal giorno 22. Contemporaneamente è aumentata la percentuale dei 
follicoli in catagen, toccando il 60% al giorno 17. Dopo 37 giorni di coltura il 
36% dei follicoli ancora vitali era in stato di catagen, il restante 64% in stato di 
telogen. Con il passare del tempo il ciclo si è spostato a favore delle fasi 
catagen-telogen e questo è avvenuto con l’aumentare della degenerazione 
tissutale, dato anche l’aumento della distrofia follicolare e dell’apoptosi. 
 
Mentre al giorno 5 la maggior parte dei follicoli mostravano una morfologia 
mediamente distrofica in anagen IV, con il prosieguo della coltura la 
degenerazione e la distrofia sono aumentati improvvisamente al giorno 16, 
ovvero quando non è stato più osservato l’allungamento del fusto del pelo. 
 
Nonostante tutto, questo modello permette di seguire il ciclo di una unità 
pilosebacea più di ogni altro attualmente disponibile. 
 
L’ultima caratteristica osservata riguarda la presenza di mastociti 
perifollicolari: essi agiscono da modulatori della crescita del pelo, sia 
nell’uomo che nel topo (Paus et al., 1994; Peters et al., 2006). Un numero 
elevato di questi mastociti è stato individuato molto vicino al follicolo, 
probabilmente nel connettivo della sua stessa guaina, fino al giorno 13. La 
maggior parte dei mastociti che sono stati contati all’inizio della coltura sono 
sopravvissuti per le prime due settimane, per poi decrescere rapidamente. 
Comunque la moderata riduzione del numero di mastociti durante le prime due 
settimane è accompagnata da un improvviso aumento della percentuale dei 
mastociti degranulati. 
 
Questo modello ha quindi aperto a numerose possibilità, permettendo non solo 
la coltivazione di cute per un periodo di almeno 2 settimane con una coltura 
 
“serum-free” ma anche di studiare e manipolare vari processi come il ciclo del 
follicolo pilifero, la pigmentazione dell’epidermide e del follicolo ed il 
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comportamento dei mastociti umani all’interno del loro naturale ambiente (Lu 
et al., 2007). 
 
In medicina veterinaria, sono state utilizzate colture d’organo di coniglio per 
valutare l’effetto di EGF (Epidermal growth factor) sulla struttura 
dell’epidermide. I campioni, prelevati dalle orecchie dell’animale, avevano 
uno spessore di 0,1 mm e sono stati ottenuti con l’utilizzo di un cheratotomo di 
Castroviejo. Ciascuna porzione di cute è stata posta all’interno di camere di 
diffusione, delle strutture di 15 mm per lato costituite da una coppia di piastre 
quadrate in plastica, ciascuna con al centro una finestra quadrata 8mmx8mm in 
cui sono state inserite o delle membrane di collagene bovino o dei filtri con dei 
micropori da 0,22 µm. Le camere sono state a loro volta poste in una provetta 
contenente il mezzo di coltura addizionato con siero fetale di bovino (FBS) e 
idrocortisone. L’esperimento è durato 12 settimane ed ha ottenuto importanti 
risultati: sono state mantenute in condizioni adeguate per tutto il periodo di 
coltura sia l’intera struttura dell’epidermide sia la normale cheratinizzazione; 
come accennato prima, sono stati valutati gli effetti dell’ 
 
EGF, il quale ha determinato un aumento del tasso di proliferazione cellulare, 
con determinazione di paracheratosi ad alte dosi (>10ng/ml); infine è stato 
osservato che il desametasone inibisce l’attività dell’EGF (Kondo et al., 1990). 
 
In uno studio del 2008 è stata messa in coltura della cute appartenente ad una 
particolare razza suina, il Gottingen minipig, molto utilizzato nell’ultimo 
decennio in ricerca farmaceutica. Lo scopo dell’esperimento era quello di 
verificare la validità di questa cute quale surrogato di quella umana. I campioni 
provenivano da strisce di cute prelevate dal fianco e dalla schiena di animali 
sperimentali. Quindi sono stati ottenuti dei frammenti cutanei (quadrati con lato 
di 3mm), posti in delle piastre a 24 pozzetti con 0,5 ml di mezzo di coltura fino 
alla fine di un periodo di 8 giorni, quando sono stati raccolti per una valutazione 
istologica. Per fare un confronto con la cute umana è stata osservata la risposta 
dei campioni coltivati in diversi mezzi di coltura, che si differenziavano per la 
presenza o meno di Ca²
+
, di FBS, di EGF, insulina e idrocortisone. I risultati 
ottenuti sono stati sovrapponibili a quelli 
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riscontrati con cute umana: le condizioni migliori di coltura si hanno con un 
medium senza siero e senza EGF. È stato quindi possibile preservare le 
normali condizioni istologiche con gli stessi accorgimenti adoperati per 
l’uomo (Dame et al., 2008). 
 
Ad oggi non esistono studi eseguiti sul cane, ma la possibilità di poter ottenere 
dei modelli di cute ex vivo anche in questa specie rappresenta una grande 
opportunità per la medicina veterinaria, in particolare per lo studio delle 
patologie dermatologiche. 
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1.5 Scopo 
 
 
 
Alla luce di quello che è stato scritto finora, la dermatite atopica nel cane 
rappresenta una delle patologie dermatologiche più diffuse in medicina 
veterinaria, oltre ad essere un modello di particolare interesse per la 
comprensione dei meccanismi della dermatite atopica umana. Inoltre, non 
esistono modelli ex vivo (colture d’organo) nella specie canina: risulta quindi 
certamente interessante la possibilità di poter eseguire in ambito veterinario, 
specialmente nel cane, un esperimento che segua l’esempio della coltura 
d’organo già effettuata in medicina umana. 
 
Poter condurre degli studi ex vivo conferisce un enorme vantaggio in quanto 
permette di effettuare ricerche in condizioni che ricalcano più o meno 
fedelmente quella in vivo, oltre che garantire le più recenti direttive riguardanti 
l’utilizzo degli animali ai fini sperimentali e il loro benessere. Lo studio ex 
vivo permette anche di trarre benefici economici, non rendendo più necessario 
l’impiego di energia e risorse per la gestione di animali sperimentali. Inoltre, 
l’impiego di un mezzo di coltura “serum-free”, come già accennato, è un 
importante novità data la difficoltà nell’individuare e nel quantificare i 
composti biologicamente attivi presenti in esso che, potenzialmente, 
potrebbero anche interferire con gli esperimenti. 
 
 
Lo scopo di questo studio è stato quello di mettere a punto due modelli di 
colture d’organo di cute canina della durata di 14 giorni con l’utilizzo di un 
terreno “serum-free”, dimostrandone il potenziale uso come modello di studio 
dei meccanismi patofisiologici della cute. 
 
I modelli sperimentati sono stati i seguenti: 
 
1) “Submerged”: le biopsie cutanee vengono coltivate immerse nel terreno 
di coltura; 
 
2) “Air-liquid interface”: solo il derma è immerso nel mezzo di coltura 
mentre l’epidermide rimane esposta all’aria, riproducendo così le 
condizioni fisiologiche. 
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2. MATERIALI E METODI 
 
 
 
 
 
2.1 Prelievo della cute 
 
 
 
La cute è stata ottenuta da 7 cani sottoposti ad interventi chirurgici non 
concernenti problemi dermatologici (mastectomie per asportazione di tumori 
mammari). Prima della chirurgia è stato firmato un consenso informato da 
parte dei proprietari. Dopo aver preparato il campo operatorio, tosando la zona 
interessata e creando l’asepsi necessaria, è stato eseguito l’intervento. 
 
L’anestesia è stata effettuata con 4 mg/Kg EV di Propofol e con Isofluorano al 
2% in ossigeno. 
 
Durante l’intervento sono state prelevate delle strisce di cute sana dalla zona 
periferica del tessuto asportato. La cute è stata immediatamente posta 
all’interno del mezzo di isolamento (99% Williams’E Medium-L-glutamine 
free, 1% di soluzione antibiotica e antimicotica contenente 10000 IU di 
penicillina, 10 mg di streptomicina e 25 µg di amfotericina B per mL). I 
campioni sono stati mantenuti ad una temperatura di 4°C fino alla messa in 
coltura, avvenuta comunque entro 2 ore. 
 
Dopo aver rimosso con l’ausilio di un bisturi il grasso sottocutaneo dai 
campioni, sono state raccolte delle biopsie di 4 mm, per la coltura 
 
“submerged”, e di 6 mm per quella “air-liquid interface”, tramite l’utilizzo di 
un punch da biopsia. 
 
Tre biopsie per ciascun cane sono state immediatamente immerse in una 
soluzione di formalina tamponata al 10% (pH 7,4), indicate come i campioni 
del “Day 0” (D0), cute sana di controllo. 
 
 
2.2 Coltivazione delle biopsie 
 
 
 
Le biopsie ottenute da 3 cani (n=18 per cane) sono state utilizzate per la messa 
a punto del modello “submerged”. Le biopsie ottenute da altri 3 cani (n=18 per 
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cane) sono state utilizzate per la messa a punto del modello “air-liquid 
interface” (Fig. 4). Tutte le colture sono state stabilite in triplicato (3 biopsie 
per tempo di osservazione) in piastre a 6 pozzetti contenenti il medium 
 
Williams’E addizionato con 1% 10000 IU mL-1 penicillina/10 mg mL-1 
streptomicina, 0,1% 10 µg mL
-1
 di insulina, 0,02% 10 ng mL
-1
 di 
idrocortisone, e 1% di 200 mM di L-glutamina. Le 18 biopsie sono state 
prelevate in tempi successivi, indicati come “time-point”: D1, D3, D5, D7, 
D10, D14. 
 
Mentre le biopsie coltivate in “submerged” sono state immerse nel mezzo di 
coltura citato (Fig. 5), nel modello “air-liquid interface” sono stati utilizzati 
dei filtri per cellule sui quali sono stati praticati dei fori che ospitassero la 
biopsia (Figg. 6 e 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Per ciascun modello sono state ottenute 18 biopsie da ogni cane. 
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Figura 5: piastra “submerged” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Filtro per cellule utilizzato nel modello “air-liquid interface”. 
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Figura 7. Piastra “air-liquid interface”. 
 
 
 
 
 
 
 
Il mezzo è stato sostituito dopo 24h e poi a giorni alterni. La cute è stata 
coltivata in un incubatore a CO2 a 37°C con il 5% di CO2 per 14 giorni. Il 
mezzo di coltura e tutti i supplementi utilizzati sono stati acquistati da Sigma 
Aldrich S.R.L. Milano, IT (Tab.2). 
 
I campioni di cute sono stati quindi prelevati a D1, D3, D5, D7, D10, D14 e 
fissati in una soluzione tamponata di formalina al 10% (pH 7,4) per 
l’inclusione in paraffina. 
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 PRODOTTO NUMERO DI CATALOGO  FORNITORE 
       
 William’s E Medium  W4128  Sigma Aldrich S.R.L. Milano, IT  
       
 Antibiotic Antimycotic Solution A5955  Sigma Aldrich S.R.L. Milano, IT 
     
 Penicillin-Streptomycin solution  P4333  Sigma Aldrich S.R.L. Milano, IT  
       
 Insulin I9278  Sigma Aldrich S.R.L. Milano, IT 
     
 Hydrocortisone  H0135  Sigma Aldrich S.R.L. Milano, IT  
       
 L-glutamina G7513  Sigma Aldrich S.R.L. Milano, IT 
 
Tabella 2. Mezzo di coltura e supplementi utilizzati. 
 
 
 
2.3 Parametri valutati 
 
 
 
Nei campioni messi in coltura col modello “submerged” sono state valutate le 
caratteristiche morfologiche, lo spessore dell’epidermide, la proliferazione dei 
cheratinociti e la differenziazione dell’epidermide. Per i campioni “air-liquid 
interface”, invece, sono state valutate soltanto le caratteristiche morfologiche e 
lo spessore epidermico. 
 
Caratteristiche morfologiche. Sono state valutate in sezioni di 5µm colorate 
con ematossilina eosina. La presenza di cambiamenti indotti dalla coltura è 
stata qualitativamente valutata sull’epidermide, il derma e gli annessi cutanei. 
 
La presenza dei mastociti e la loro granulazione qualitativa sono state valutate 
su sezioni colorate con blu di toluidina. 
 
Spessore dell’epidermide. La misura dello spessore è stata eseguita su 20 
campi per biopsia ad un ingrandimento di 400X. Su ogni campo sono stati 
tracciati 15 segmenti ad intervalli regolari utilizzando il software di 
morfometria NIS-Elements Br (NIS-Elements Br - Microscope Imaging 
Software, Nikon, Calenzano IT). I segmenti sono stati tracciati 
perpendicolarmente alla membrana basale dalla base dello strato germinativo 
all’inizio dello strato corneo (Fig. 8). 
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Figura 8. Esempio di misurazione dell’epidermide 
 
 
 
Proliferazione dei cheratinociti. La proliferazione dei cheratinociti è stata 
valutata mediante indagine immunoistochimica con anticorpo anti-Ki67. 
 
Le sezioni montate su vetrini superfrost-Plus sono state sparaffinate e 
reidratate. Lo smascheramento dell’epitopo è stato effettuato a 120°C in una 
pentola a pressione per 3 minuti con un tampone Tris/EDTA a pH 9,0. 
 
L’inibizione delle perossidasi endogene è stata eseguita attraverso 
l’incubazione con 1% di H2O2 in un tampone fosfato 0,1 M a pH 7,4 (PBS), 
per 5 minuti, a temperatura ambiente. I legami non specifici sono stati 
prevenuti incubando i vetrini con il siero di capra al 5% (Normal goat serum. 
Cat. N° sc-1000; Vector Labs, Burlingame, CA, USA) per un’ora a 
temperatura ambiente. Quindi i vetrini sono stati incubati tutta la notte con 
l’anticorpo primario monoclonale anti-Ki67 di topo 1:200 in PBS a 4°C. 
Successivamente sono stati sciacquati in PBS, 3 volte per 10 minuti ciascuna, 
e incubati con lo specifico anticorpo secondario biotinilato (Goat anti-mouse 
biotinylated antibody. Cat. N° BA-9200; Vector Labs, Burlingame, CA, USA), 
diluita 1:300 in PBS. Le sezioni sono state nuovamente sciacquate in PBS, 3 
volte per 10 minuti. La colorazione è stata determinata incubando le sezioni in 
una soluzione di diaminobenzidina (Diamonibenzidine, Cat. N° sk- 
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4105; Vector Labs, Burlingame, CA, USA). Le sezioni sono state deidratate, 
chiarificate e montate con un mezzo montante permanente. Per ciascun time-
point di ogni animale sono stati fotografati cinque campi a 250X e sono state 
contate le cellule Ki67 positive; il parametro è stato espresso come percentuale 
delle cellule basali positive sul totale. 
 
Differenziazione epidermica. Per verificare la differenziazione 
dell’epidermide sono state immunolocalizzate la citocheratina 10 (keratinociti 
soprabasali), la citocheratina 14 (tutti i cheratinociti esclusi i corneociti) e la 
loricrina (strato granuloso) mediante immunofluorescenza indiretta: le sezioni 
montate su vetrini superfrost-Plus sono state sparaffinate e reidratate. Il 
recupero dell’epitopo è stato effettuato a 120°C in una pentola a pressione per 
 
3 minuti con un tampone Tris/EDTA a pH 9,0. I legami non specifici sono 
stati prevenuti incubando i vetrini con PBS più 2% BSA (Bovine serum 
albumin. Cat. N° SP-5050; Vector Labs, Burlingame, CA, USA) per 45 minuti 
a temperatura ambiente. I vetrini sono stati incubati tutta la notte a 4°C o con 
una concktail degli anticorpi anti citocheratina 10 monoclonale di topo e anti 
loricrina policlonale di coniglio, o di anti citocheratina 14 monoclonale di topo 
e di anti loricrina policlonale di coniglio diluiti in PBS + 1% BSA. 
Successivamente sono stati sciacquati in PBS, 3 volte per 10 minuti ciascuna, 
quindi incubati con: fluoresceina anti topo per citocheratina 14 e citocheratina 
10; fluoresceina anti coniglio per la loricrina. I vetrini sono stati montati con in 
mezzo acquoso contenente 4’,6-diamidino-2-fenilindolo (DAPI) per una 
controcolorazione nucleare (Vectashield mounting medium with DAPI. Cat 
N° H-1500; Vector Labs, Burlingame, CA, USA). 
 
I dati relativi agli anticorpi primari utilizzati sono riportarti in tabella 3. 
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 NOME ANTICORPO  NUMERO DI CATALOGO  FORNITORE 
        
 Monoclonal anti Ki67 primary   
Sc-101861 
 Santa Cruz Biotechnology, Inc.  
 
antibody 
   
TX, USA 
 
      
        
 Anti-cytocheratin 10 monoclonal  
Ab9026 
 Abcam plc, Cambridge, CB4 
 
antibody 
  
0FL, UK     
      
 Anti-cytocheratin 14 monoclonal   
Ab7800 
 Abcam plc, Cambridge, CB4  
 
antibody 
   
0FL, UK 
 
      
        
 
Anti-loricrin polyclonal antibody 
 
Ab24722 
 Abcam plc, Cambridge, CB4 
   
0FL, UK       
       
 
Fluorescein anti-mouse antibody 
  
FI-2000 
 Vector Labs, Burlingame, CA,  
    
USA 
 
       
        
 
Fluorescein anti-rabbit antibody 
 
FI-1000 
 Vector Labs, Burlingame, CA, 
   
USA       
 
Tabella 3. Anticorpi primari utilizzati 
 
 
 
2.4 Analisi statistiche 
 
Tutte le misurazioni sono state mediate ed analizzate con GraphPad Prism 
per Windows (GraphPad Prism versione 5.0 per Windows. GraphPad 
Software, San Diego CA USA). Per la comparazione statistica dei parametri 
esaminati ad ogni time-point è stato utilizzato il test “One-way ANOVA” 
insieme al “Test di Comparazione Multipla di Bonferroni”. I dati riportati 
nei risultati sono espressi come media ± deviazione standard (DS). 
 
 
2.5 Prova  di  danneggiamento  della  barriera  cutanea  in  modello  di 
 
coltivazione “air-liquid interface” 
 
 
 
Biopsie provenienti da uno degli animali selezionati sono state utilizzate per 
una prova di danneggiamento della barriera cutanea in modello di coltivazione 
 
“air-liquid interface”. Alla procedura consueta è stata aggiunta una nuova fase: 
le strisce di cute, prima del prelievo delle biopsie con punch, sono state 
raschiate sulla superficie utilizzando un bisturi. 
 
L’obiettivo è stato quello di determinare artificialmente un danno alla barriera 
dell’epidermide, più precisamente di danneggiare lo strato corneo. 
 
Anche in questo caso sono state coltivate 18 biopsie, ma la metà di esse non 
aveva subito la scarificazione con bisturi (casi non trattati, di controllo). La 
coltura in questo caso è durata soltanto 5 giorni ed i prelievi sono stati 
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effettuati ai time-point D1, D3 e D5. Ad ogni time-point sono state prelevate 
quindi 2 triplette: quelle scarificate e quelle non, che sono servite da campioni 
di controllo. 
 
L’unico parametro osservato è stato quello morfologico su sezioni di 5µm 
colorate con ematossilina eosina. La presenza di cambiamenti indotti dalla 
coltura è stata qualitativamente valutata sull’epidermide, il derma e gli annessi 
cutanei, inoltre è stato valutato l’effetto della raschiatura sull’intera struttura, 
prestando particolare attenzione allo strato corneo. 
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3. RISULTATI 
 
 
 
 
3.1 Modello “submerged” 
 
 
 
Caratteristiche morfologiche. A livello dell’epidermide i cheratinociti si 
presentavano come cellule epidermiche normali e vitali, anche se dal D7 di 
coltura sono state osservate sporadicamente cellule eosinofiliche raggrinzite, 
probabilmente apoptotiche, a livello dello strato basale e soprabasale. Per tutta 
la durata dello studio, in corrispondenza dello strato granuloso sono stati 
osservati granuli citoplasmatici basofili riferibili a granuli cheratoialini 
distribuiti multifocalmente. Granuli di melanina erano sia presenti nel 
citoplasma di alcuni cheratinociti sia in forma aggregata in melanociti 
disseminati lungo lo strato basale. Inoltre l’epidermide, coperta da uno strato 
corneificato ondulato, presentava cheratosi ortocheratosica. Il derma è rimasto 
strutturalmente intatto durante tutto il periodo di studio e il collagene era 
disposto normalmente, raggruppato in fasci sottili nello strato superiore del 
derma e in fasci più spessi nella porzione sottostante. I plessi vascolari 
superficiale, medio e periannessiale erano osservabili per tutta la durata 
dell’esperimento. In ogni campione sono state individuate cellule 
mononucleate aspecifiche perivascolari fino al giorno 14, tra queste sono stati 
individuati dei mastociti, riconosciuti grazie alla loro morfologia dopo 
colorazione con blu di toluidina. I follicoli piliferi erano ben conservati al 
giorno 0; dal giorno 4 è stato possibile osservare cellule della matrice 
apoptotiche così come degenerazione e rigonfiamento dei cheratinociti 
bulbari. Le ghiandole sebacee erano composte da sebociti maturi, ben 
conservati e differenziati fino alla fine dello studio mentre, a partire dal giorno 
7, sono stati osservati alcuni cambiamenti necrotici nei loro compartimenti di 
riserva. 
 
Le cellule epiteliali delle ghiandole sudoripare si sono staccate dalla loro 
lamina basale a partire dal giorno 4. I muscoli erettori del pelo si sono 
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mantenuti ben conservati per tutta la durata della coltura. Le caratteristiche 
 
morfologiche sono osservabili nelle figure 9,10 e 11. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Morfologia della cute al primo giorno di coltura. Modello “submerged”. Colorazione con 
ematossilina e eosina. La barra equivale ad una lunghezza di 50µm. 
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Figura 10. Morfologia della cute al settimo giorno di coltura. Modello “submerged”. Colorazione con 
ematossilina e eosina. La barra equivale ad una lunghezza di 50µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Morfologia della cute al quattordicesimo giorno. Modello “submerged”. Colorazione con 
ematossilina e eosina. La barra equivale ad una lunghezza di 50µm. 
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Spessore dell’epidermide e proliferazione dei cheratinociti. Lo spessore è 
stato misurato ai giorni 0,1,7 e 14. I valori ottenuti, espressi in micron, sono 
stati 17.67±6.50 al D0, 17.66±7.07 al D1, 17.19±5.54 al D7 e 16.88±4.72 al 
D14. Lo spessore non ha mostrato differenze statistiche rispetto il D0 (Fig. 
12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Spessore dell’epidermide ai giorni 0, 1, 7 e 14, modello “submerged”. Dati riportati 
come media ± deviazione standard. 
 
 
 
La proliferazione dei cheratinociti è stata valutata con l’immunocolorazione 
mediante anticorpo anti-Ki67 ed è stata espressa come percentuale sulle 
cellule basali. Sono stati ottenuti i seguenti dati: 8.50±6.50 al D0, 3.93±4.69 al 
D1, 4.05±5.97 al D4 e 0.39±1.11 al D7. Le cellule immunoreattive al Ki67 
non sono state osservate al D14. La riduzione tempo dipendente della 
proliferazione cellulare è risultata statisticamente significativa sia al D7 che al 
D14. 
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Osservando la proliferazione dei cheratinociti è stato evidenziato che gran 
parte delle cellule Ki67 immunopositive sono localizzate alla periferia delle 
biopsie, in cui è stata riscontrata la presenza di una lingua epiteliale formatasi 
durante i giorni di coltura (Fig. 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. A sinistra la colorazione immunoistochimica mostra molte cellule Ki67 positive localizzate a livello 
periferico rispetto alla biopsia. A destra la freccia indica la formazione di una lingua epiteliale formatasi 
durante i giorni di coltura. In entrambe le immagini la barra equivale ad una lunghezza di 100µm. 
 
 
 
Differenziazione dell’epidermide. Al D1 la doppia immunocolorazione per 
citocheratina 10 e loricrina ha mostrato una normale struttura della cute con la 
loricrina confinata nello strato granulare dell’epidermide e la citocheratina 10 
presente in tutti gli strati soprabasali non cheratinizzati. Nei time-point 
successivi lo strato granuloso identificato dalla loricrina non era continuo. 
 
La citocheratina 14 è stata rilevata negli strati basale e soprabasale durante 
tutto il periodo di coltura (Fig. 14). 
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Figura 14. Nella figura si evidenzia la presenza dei marker di differenziazione dal giorno 1 al giorno 14 di 
coltura. Nella parte di sinistra la K10 (cheratina soprabasale) è colorata in rosso e la loricrina (marker di 
cheratinociti differenziati) è colorata in verde; i nuclei sono controcolorati in blu. Mentre la distribuzione 
della K10 non cambia durante il periodo di coltura, l’espressione della loricrina diviene discontinua. Nella 
parte di destra la distribuzione della K14 (marker di differenziazione primaria) non cambia durante tutto il 
periodo di coltura. La barra equivale ad una lunghezza di 100µm. 
 
 
 
3.2 Modello “air-liquid interface” 
 
 
 
Caratteristiche morfologiche. I risultati del modello “air-liquid interface” 
hanno mostrato caratteristiche morfologiche sovrapponibili a quelle del 
modello “submerged” fino al giorno 7 di coltura: a livello dell’epidermide i 
cheratinociti si presentavano come cellule epidermiche normali e vitali, sono 
state osservate sporadicamente cellule eosinofiliche raggrinzite, probabilmente 
apoptotiche, a livello dello strato basale e soprabasale. In corrispondenza dello 
strato granuloso sono stati osservati granuli citoplasmatici basofili riferibili a 
granuli cheratoialini distribuiti multifocalmente. Granuli di melanina, erano sia 
presenti nel citoplasma di alcuni cheratinociti sia in forma aggregata in 
melanociti disseminati lungo lo strato basale. Inoltre l’epidermide, coperta da 
uno strato corneificato ondulato, presentava cheratosi ortocheratosica. 
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Il derma è rimasto strutturalmente intatto e il collagene era disposto 
normalmente, raggruppato in fasci sottili nello strato superiore del derma e in 
fasci più spessi nella porzione sottostante. (Fig. 15) 
 
A partire dal giorno 7 sono stati osservati diversi cheratinociti rigonfi con 
nucleo picnotico. (Fig. 16) 
 
Dal giorno 10 è stata riscontrata una alterazione a livello dello strato basale al 
di sotto del quale non era più presente una lamina basale ben definita. Inoltre 
sono state osservate aree di iperparacheratosi anomala con numerosi 
cheratinociti rigonfi e vacuolizzati e con nucleo picnotico (Fig. 17). Sempre 
dal giorno 10, sono stati osservati follicoli piliferi fortemente degenerati fino 
alla necrosi, l’epitelio del follicolo era costituito da poche cellule rigonfie, 
sparse, con nucleo picnotico (Fig. 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Morfologia della cute al primo giorno di coltura. Modello “air-liquid interface”. La barra equivale ad 
una lunghezza di 40µm. 
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Figura 16. Morfologia della cute al settimo giorno di coltura. Modello “air-liquid interface”. La barra equivale 
ad una lunghezza di 40µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Morfologia della cute al decimo giorno di coltura. Modello “air-liquid interface”. La barra equivale 
ad una lunghezza di 40µm. 
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Figura 18. Follicolo pilifero necrotico. La barra equivale ad una lunghezza di 40µm. 
 
 
 
Spessore dell’epidermide. Lo spessore è stato misurato ai giorni 0, 1, 7 e 14 
per 2 casi. Il terzo è stato valutato fino al giorno 7, poiché lo stato di 
degenerazione dei tessuti dei giorni successivi non ne ha permesso la 
valutazione. I valori ottenuti, espressi in micron, sono stati 19.75±4.13 al D0, 
22.29±3.52 al D1, 23.65±4.48 al D7 e 20.39±8.01 al D14. Lo spessore non ha 
mostrato differenze statistiche con il D0 (Fig. 19). 
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Figura 19. Spessore dell’epidermide ai giorni 0, 1, 7 e 14, modello “air-liquid interface”. Dati 
riportati come media ± deviazione standard. 
 
 
 
3.3 Prova di danneggiamento della barriera cutanea in modello di 
coltivazione “air-liquid interface” 
 
 
Caratteristiche morfologiche. I campioni non scarificati (Figg. 20 e 21) non 
hanno mostrato particolari segni di anomalie durante tutta la durata della 
coltura: solo in alcune aree focali è possibile osservare alterazioni 
dell’epidermide in cui si evidenziano occasionali apoptosi, in particolare dal 
D3 in poi 
 
Analizzando i casi scarificati, già a partire dal D1 si osservano estesi tratti 
multifocali di disepitelizzazione. Al D3 ed al D5 si rivelano marcate 
alterazioni focali dello strato corneo indicative di un possibile “scivolamento” 
dello strato superficiale corneo sugli starti sottostanti, presumibilmente indotta 
dall’azione meccanica tangenziale della lama di bisturi (Figg. 22 e 23). 
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Figura 20. Morfologia della cute non scarificata al terzo giorno di coltura. Modello “air-liquid interface”. 
Colorazione con ematossilina e eosina. La barra equivale ad una lunghezza di 40µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Morfologia della cute non scarificata al terzo giorno di coltura. Modello “air-liquid interface”. 
Colorazione con ematossilina e eosina. La barra equivale ad una lunghezza di 80µm. 
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Figura 22. Immagine microscopica di un campione scarificato, prelevato al D3 e colorato con ematossilina e 
eosina. Il processo di scarificazione ha determinato la rimozione di gran parte dell’epidermide. La barra 
corrisponde ad una lunghezza di 40µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Immagine microscopica di un campione scarificato, prelevato al D3, colorato con ematossilina 
e eosina. È presente sia l’epidermide danneggiata che quella di nuova formazione. La barra equivale ad 
una lunghezza di 40µm. 
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4. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
 
 
I dati forniti con questo elaborato sono originali e innovativi in quanto per la 
prima volta è stato messo a punto un modello di coltivazione d’organo 
 
(espianto ex vivo) dalla cute del cane. In entrambi i modelli, il “submerged” e 
l’”air-liquid interface”, le prove sperimentali hanno messo in luce punti di 
successo ma anche di debolezza. Attraverso il modello “submerged” è stato 
possibile ottenere dati riproducibili sui diversi campioni provenienti dai tre 
diversi animali, nel modello “air-liquid interface” i risultati non sono stati 
altrettanto soddisfacenti: la cute, in tutti i casi, è andata incontro a un danno 
strutturale prima del termine della messa in coltura. Data però l’importanza 
dello sviluppo di questo modello, molto utile per uno studio approfondito 
dell’azione di farmaci topici o, più semplicemente, della patofisiologia 
cutanea, sono già state prese in considerazione diverse modifiche che 
potrebbero essere apportate in futuro, prendendo spunto da un recente studio 
effettuato sulla cute umana. 
 
Infine, la procedura utilizzata per indurre un danneggiamento dello strato 
corneo è risultata non adatta allo scopo: si è infatti ottenuto un tipo di 
danneggiamento dello strato corneo non aspettato. Anche in questo caso è 
stata valutata l’opzione di ricorrere, in futuro, ad altre metodologie già presenti 
in letteratura, quali il metodo del “tape stripping”, il trattamento con acetone e 
quello con laurilsolfato di sodio (SLS). 
 
 
4.1 Modello “submerged” 
 
 
 
L’epidermide, a parte rare cellule apoptotiche e qualche nucleo picnotico dopo 
il D7, ha mostrato per tutta la durata dello studio la morfologia tipica della 
cute sana, non presentando né gravi degenerazioni né lo sviluppo di fenomeni 
necrotici. 
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La picnosi è indice di lieve danno tissutale (Tammi et al., 1979) e 
probabilmente i pochi nuclei picnotici presenti possono rappresentare un segno 
di sofferenza cellulare indotta da ischemia. 
 
È stata riscontrata una riduzione statisticamente significativa circa la 
proliferazione dei cheratinociti già dal D7, mentre al D14 non sono state 
riscontrate cellule immunoreattive al Ki67. Questi dati sono simili a quelli 
riscontrati nello studio effettuato sulla cute umana in cui, al D5 di coltura, la 
quantità di cellule proliferanti è risultata maggiore di quella delle cellule 
apoptotiche (Lu et al., 2007). 
 
L’analisi dei marker del citoscheletro ha permesso di indagare la 
differenziazione dell’epidermide (Jensen et al., 2007; Kobayashi et al., 2013). 
La citocheratina 10 era presente nei cheratinociti soprabasali, confermando la 
sua caratteristica di marker tardivo di differenziamento (Bernerd et al., 1992; 
Borowiec et al., 2013), la loricrina è stata individuata nello strato granuloso, 
anch’essa è indicata come una proteina strutturale di differenziamento 
terminale oltre che come una dei maggiori componenti dell’envelope 
corneificato (Nithya et al., 2015). Nei campioni esaminati la presenza della 
loricrina ha confermato una normale differenziazione dei cheratinociti al D1 
mentre dal D7 in poi lo strato marcato da questa proteina risultava discontinuo. 
Questo potrebbe indicare un danneggiamento della membrana, dato che la 
loricrina aumenta la funzione protettiva dei corneociti (Jarnik et al., 2002). 
 
 
Invece la citocheratina 14 è stata rilevata sia nello strato basale che in quello 
soprabasale senza mostrare cambiamenti nei vari time-point. Risultati simili 
sono stati ottenuti in uno studio in cui si è cercato di costituire un surrogato di 
cute umana fino al giorno 14 (Castagnoli et al., 2010) e in un altro dove si è 
sperimentato un modello tridimensionale equivalente alla cute canina 
(Kobayashi et al., 2013). Si sa che nella normale epidermide interfollicolare, le 
cellule basali progenitrici esprimono la cheratina 14 (Porter et al., 2000) e che 
non appena inizia la differenziazione, i cheratinociti non esprimono più i geni 
della cheratina 5 e 14, ma quelli della cheratina 1 e 10. Nonostante ciò le 
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proteine espresse in precedenza continuano a persistere (Fuchs, 1995) e 
dovrebbero essere presenti a livello dello strato soprabasale, proprio come è 
stato riscontrato in questo studio. 
 
Esaminando la proliferazione dei cheratinociti, è stato osservato che la 
maggior parte delle cellule Ki67 immunopositive erano localizzate alla 
periferia delle biopsie, dove si erano formate, durante il periodo di coltura, 
delle “lingue epiteliali”. Questo fenomeno era già stato osservato in uno studio 
precedente eseguito sulla rana e sull’uomo: utilizzando un approccio 
comparativo è stata analizzata la guarigione delle ferite della cute, sempre 
tramite l’utilizzo di colture d’organo “serum-free”. È stato dimostrato che la 
riepitelizzazione della cute di rana può essere stimolata sia dal siero di rana 
femmina adulta che dal 17β-estradiolo, già riconosciuto come promotore della 
guarigione delle ferite. Lo stesso è stato osservato nella cute umana dove la 
riepitelizzazione è stata stimolata sia dal siero umano che dal 17β-estradiolo. 
La completa riepitelizzazione è il risultato della proliferazione e della 
differenziazione dei cheratinociti, mentre è risaputo che l’epibolia (Stenn, 
1981), scorrimento dei cheratinociti verso il margine della ferita a ricoprire il 
derma sprovvisto di epidermide (Gaylarde e Sarkany, 1975), costituisce una 
risposta precoce della guarigione della cute in vitro, è stato osservato che sia la 
cute di rana che quella di uomo hanno mostrato un aumento della 
proliferazione dei cheratinociti all’interno di lingue epiteliali neoformate, già 
24 ore dopo il trauma. Quindi, nonostante la migrazione epiteliale abbia un 
ruolo importante nella fase iniziale di riepitelizzazione, appare chiaro che 
anche la proliferazione dei cheratinociti è stimolata precocemente nel processo 
di riparazione (Meier et al., 2013). Da ciò si può dedurre che l’osservazione 
delle “lingue epiteliali” apre all’ipotesi di poter ricorrere a questo modello per 
studi che riguardano la riepitelizzazione cutanea. Lo studio effettuato 
sull’uomo, che è stato brevemente riportato, mirava a raggiungere quanti più 
dati possibili utili a comprendere l’evoluzione delle ferite cutanee croniche e 
che permettessero il raggiungimento di una cura. Niente esclude che studi del 
genere possano essere condotti anche in ambito veterinario, nella ricerca di 
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terapie che risolvano patologie cutanee legate anche a problemi della 
cicatrizzazione. 
 
In conclusione, il metodo “submerged” rappresenta un valido strumento per 
poter ottenere una maggiore conoscenza delle caratteristiche biologiche e 
istologiche e per capire meglio i meccanismi eziopatogenetici che 
caratterizzano particolari patologie cutanee. 
 
 
 
 
4.2 Modello “air-liquid interface” 
 
 
 
I casi coltivati con il metodo “air-liquid interface” non hanno riportato gli 
stessi risultati positivi riscontrati con i campioni del modello “submerged”. 
Non sono state riscontrate le caratteristiche tipiche di una cute sana per tutta la 
durata della coltura, ma a partire dal D7 è stata osservata la presenza di 
numerose cellule rigonfie con nucleo picnotico, dal D10 iperparacheratosi e 
degenerazione dei follicoli piliferi. La distruzione della lamina basale 
 
(Kataranovski et al., 1999), l’aumento di volume cellulare e la picnosi possono 
indicare la presenza di necrosi tissutale (McGavin et al., 2008; Scott et al., 
2001), l’iperparacheratosi indica una alterazione della normale 
differenziazione terminale dei cheratinociti (Lu et al., 2007). I follicoli piliferi 
sono degenerati, la presenza di cellule rigonfie, con nucleo picnotico, che 
hanno perso l’adesione con le cellule vicine sono indice di necrosi (McGavin 
et al., 2008). In studi effettuati con il metodo “submerged” su cute di uomo i 
follicoli piliferi avevano mostrato un assottigliamento a livello dell’epitelio, 
suggerendo una progressiva atrofia epiteliale con la durata della coltivazione, 
con la presenza crescente di cellule apoptotiche (Lu et al., 2007). In questo 
caso il follicolo non si è assottigliato ma si è praticamente distrutto, la necrosi 
 
è stata l’avvenimento predominante piuttosto che l’apoptosi. 
 
La metodologia “air-liquid interface” risulta utile per testare sostanze topiche 
destinate all’uso dermatologico, permette infatti di applicare il prodotto 
direttamente sull’epidermide esposta all’aria, riproducendo fedelmente la 
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condizione riscontrata in vivo. È quindi molto importante sperimentare un 
modello che garantisca una durata di coltura di 14 giorni, come è stato ottenuto 
nel caso del “submerged”. Per poter ottenere ciò è certamente necessario 
apportare delle modifiche nel metodo di coltura, a partire dai materiali e 
metodi utilizzati. Come precedentemente descritto, in questo studio i fori in cui 
sono state alloggiate le biopsie sono stati effettuati manualmente. In questo 
modo le biopsie sono poste in un sito che ha delle dimensioni non 
perfettamente adatte ad esse: questo determina una compressione della biopsia 
stessa che potrebbe alterare i risultati della coltura, determinando 
probabilmente un’alterazione della diffusione dei composti del terreno a livello 
tissutale, oltre che una lesione diretta dei tessuti nella zona in cui è esercitata la 
compressione. 
 
In uno studio del 2016 è stata allestita una coltura d’organo di cute umana con 
la tecnica dell’”air-liquid interface”. Le caratteristiche generali 
dell’esperimento erano molto simili a quelle della tecnica riportata nei nostri 
esperimenti, ma erano comunque presenti delle importanti modifiche: ciascuna 
biopsia, del diametro di 6mm, era alloggiata su un supporto specifico di 
6,5mm rimanendo, in questo modo, comunque in situ senza subire 
compressioni, garantendo l’immersione del derma nel mezzo di coltura e 
l’esposizione dell’epidermide all’aria. Un’altra modifica riportata nello studio 
citato riguarda la composizione del terreno di coltura che, sebbene “serum-
free”, prevede che il Williams’ E medium venga addizionato, oltre che con 
penicillina, streptomicina, L-glutamina e idrocortisone, anche con una 
soluzione di aminoacidi non essenziali e con l’ITS+3 (insulina-transferrina-
selenite di sodio). La coltura è stata mantenuta per 10 giorni e i risultati 
riportati sono stati positivi: i dati istologici hanno mostrato che le biopsie 
mantengono la loro struttura e integrità per l’intero periodo di coltura 
 
(Sidgwick et al., 2016). 
 
Diversi studi hanno dimostrato l’importanza dell’utilizzo degli aminoacidi non 
essenziali nei mezzi di coltura: essi derivano dal glucosio e dalla glutamina 
(Eagle 1959), fonti importanti di energia. Un’aggiunta di questi aminoacidi, 
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quindi, ridurrebbe la quantità di glucosio e glutamina utilizzate dalle cellule le 
quali produrrebbero, a loro volta, una quantità minore di cataboliti che 
potrebbero alterare la loro stessa crescita e sopravvivenza. 
 
Anche l’insulina e la transferrina sono considerati tra i fattori più importanti ai 
fini della crescita cellulare, come pure il selenio, dalle capacità antiossidanti 
(Bottenstein et al., 1979). 
 
L’aggiunta di questi elementi risulta essere un ulteriore passo da compiere per 
la costituzione di un modello “air-liquid interface” che permetta di studiare gli 
effetti ed i meccanismi di azione di farmaci e cosmetici, ma anche, potendo 
utilizzare biopsie prelevabili potenzialmente da diverse condizioni, di poter 
osservare il processo di guarigione delle ferite, la fibrosi ed altre malattie della 
cute (Sidgwick et al., 2016). 
 
 
 
 
4.3 Prova  di  danneggiamento  della  barriera  cutanea  in  modello  di 
 
coltivazione “air-liquid interface” 
 
 
 
Come già esposto in precedenza, non è ancora del tutto chiaro il ruolo della 
barriera cutanea in corso di dermatite atopica. In medicina umana si sta 
riconsiderando l’ipotesi che questa patologia sia primariamente dovuta ad 
un’alterazione di tipo immunologico (“inside/outside”), passando ad una teoria 
che considera tra le cause primarie anche un danneggiamento della barriera 
cutanea (“outside/inside”) (Elias et al., 2008). La stessa cosa sta avvenendo in 
ambito veterinario, in particolare nel cane. Studi recenti hanno permesso di 
ipotizzare che un difetto di barriera sia in grado di aumentare il rischio di una 
sensibilizzazione allergica e lo sviluppo di una risposta immunologica 
abnorme in individui geneticamente predisposti alla dermatite atopica 
(Marsella et al., 2010). 
 
È importante poter indagare ulteriormente questo aspetto della patologia e 
l’utilizzo di un modello di coltura d’organo risulta uno strumento valido per 
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questo scopo. Ricreare ex vivo una cute che presenta un danneggiamento della 
barriera è un passo utile se non necessario. 
 
 
Dal punto di vista morfologico, i casi non scarificati hanno presentato 
prevalentemente le caratteristiche di una cute sana, a parte qualche caso isolato 
di apoptosi. Questo ha permesso di identificare nella scarificazione la causa 
dei danni rilevati nelle biopsie trattate con il bisturi. La presenza della 
disepitelizzazione già al D1 indica che il tentativo di danneggiamento dello 
strato corneo non sembra essere andato a buon fine. La scarificazione ha 
determinato infatti un danno all’intera epidermide e non al solo strato corneo, 
come ci si aspettava. 
 
Questo risultato spinge a considerare metodi alternativi di danneggiamento 
della barriera cutanea. 
 
In diversi studi è stata indotta l’alterazione della barriera cutanea ricorrendo a 
vari metodi. 
 
Metodo “tape stripping”. In un recente articolo è stata testata l’ipotesi che un 
difetto di barriera determinato sperimentalmente favorisse lo sviluppo di una 
sensibilizzazione atopica. 
 
Sono stati studiati dei parametri immunologici (valutando l’attivazione 
allergene specifica dei linfociti T, i livelli sierici delle IgE allergene-specifiche 
ed effettuando il test intradermico, o IDT, per verificare l’attività mastocitaria) 
dopo aver applicato sulla cute l’allergene di Dermatophagoides farinae, il 
comune acaro della polvere. L’applicazione è stata effettuata su cani atopici 
appartenenti alla razza Maltese-Beagle (razza che presenta una spontanea 
ipersensibilità agli allergeni del cibo e a sviluppare sintomi della dermatite 
atopica in seguito a stimolazione con allergeni) in siti dove lo strato corneo era 
stato rimosso attraverso il metodo del “tape stripping”, ovvero applicando del 
nastro adesivo sulla parte di cute interessata per poi rimuoverlo, ripetendo il 
procedimento per un numero definito di volte. I cani coinvolti sono stati 10, 
divisi successivamente in 2 gruppi da 5 soggetti ciascuno: in un gruppo è stato 
eseguito il “tape stripping” per 10 volte (gruppo TS) prima dell’applicazione 
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dell’allergene, nell’altro (gruppo NTS) è stato effettuato solo quest’ultimo 
passaggio. La sensibilizzazione è stata effettuata per due mesi, una volta a 
settimana. Dopo di che, circa quattro settimane dopo la fine di questo 
procedimento, è stato somministrato un ulteriore booster di allergeni. Dai 
risultati è stata evidente la differenza tra i soggetti che avevano subito la 
rimozione dello strato corneo e tra quelli con la cute integra: in entrambi i 
gruppi la titolazione sierica di IgE non è aumentata prima della 
sensibilizzazione avvenuta con l’allergene, mentre ha superato la soglia di 
positività dopo il trattamento con Dermatophagoides farinae. Inoltre, 
comparando i due gruppi, in quello TS questo è avvenuto prima, e ad ogni 
prelievo (effettuati al mese 1, 2 e 3) presentava livelli di immunoglobulina 
maggiori rispetto il gruppo NTS. Il gruppo TS ha mostrato anche un aumento 
precoce ed un’alta percentuale di Linfociti T CD4+ allergene specifici. Infine, 
l’IDT, effettuato prima della sensibilizzazione e alla fine dell’esperimento, ha 
mostrato una reazione negativa in entrambi i gruppi nei soggetti non ancora 
sensibilizzati, mentre, nel secondo test, il gruppo TS ha presentato un numero 
di casi con una reazione positiva immediata al test molto più accentuata 
rispetto quelli verificatisi nel NTS. Ciò ha confermato l’ipotesi che lo strato 
corneo ha un ruolo importante nel limitare la sensibilizzazione agli allergeni 
esogeni (Olivry et al., 2010). 
 
Trattamento con acetone. In un altro esperimento è stato dimostrato che 
l’acetone determina un’alterazione della barriera, dovuta principalmente alla 
rimozione dei corneociti. Lo scopo dello studio era stabilire un metodo che 
determinasse una distruzione della barriera, in modo da studiare i meccanismi 
di guarigione di quest’ultima dopo l’applicazione topica di farmaci. 
Successivamente al trattamento con acetone è stata esaminata l’entità della 
distruzione della barriera misurando la TEWL, la composizione lipidica, 
l’organizzazione dei lipidi e la morfologia. È stato inoltre effettuato un 
confronto delle caratteristiche morfologiche e della TEWL con quelle di cute 
trattata con il metodo “tape stripping”. 
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L’esperimento è stato eseguito su dei topi nudi maschi, divisi in 2 gruppi: in 
uno è stato effettuato un trattamento con un tampone imbevuto di acetone che 
è stato strofinato su un lato del dorso degli animali per circa 10 volte, mentre 
l’altro lato del dorso non è stato trattato; sull’altro gruppo è stato effettuato il 
 
“tape stripping” per 7 volte. Successivamente ai trattamenti gli animali sono 
stati sacrificati e sono state ottenute delle biopsie cutanee. Osservando la 
TEWL, i due metodi di distruzione della barriera hanno dato risultati simili, 
con un periodo di guarigione di 3 giorni. Dal punto di vista morfologico 
entrambi i trattamenti hanno determinato una riduzione del numero di strati 
dello strato corneo rispetto la cute non trattata. Non è stata riscontrata alcuna 
alterazione della distribuzione dei lipidi all’interno dello strato corneo e nessun 
cambiamento nella composizione dei lipidi di barriera. 
 
L’organizzazione lipidica è rimasta simile prima e dopo il trattamento con 
acetone. Questi dati indicano che l’aumento della TEWL può essere spiegata 
dalla rimozione dei corneociti. Eppure sarebbe comunque preferibile ricorrere 
al metodo del “tape stripping”, in quanto l’attuazione del metodo con acetone 
ha molte variabili in più: ad esempio il tipo di tampone usato o la forza 
impiegata per sfregarlo sulla cute (Rissman et al., 2009). 
 
Trattamento con laurilsolfato di sodio. Il laurilsolfato di sodio è un 
ingrediente molto usato nei saponi e nei detergenti per la pelle ma è anche una 
sostanza che induce il danneggiamento della barriera cutanea. In uno studio 
effettuato sull’uomo, è stato esaminato l’espressione dell’mRNA di markers di 
differenziazione dei cheratinociti (involucrina, transglutaminasi 1 e filaggrina) 
e di due enzimi coinvolti nei processi di desquamazione, la callicreina-7 
(KLK-7) e la callicreina-5 (KLK-5), durante la fase di riparazione della 
barriera, successivamente all’esposizione di 11 volontari sani adulti (5 maschi 
e 6 femmine) ad una soluzione di SLS all’1%. Sono stati riscontrati dei 
cambiamenti circa l’espressione dell’mRNA dei marker di differenziazione dei 
cheratinociti dopo il trattamento con SLS, infatti questo ha determinato un 
aumento dei livelli di involucrina, transglutaminasi 1 e filaggrina, dimostrando 
il verificarsi di un processo riparativo. È stata osservata anche una riduzione 
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dell’espressione dell’mRNA di KLK-5 e KLK-7 e dell’espressione proteica 
del KLK-5. Ricerche precedenti avevano riportato un danno alla barriera con il 
metodo del “tape stripping” in dei topi nudi. Dopo il trattamento si è 
riscontrata una riduzione di KLK-5 e KLK-7, avvenuta probabilmente per 
facilitare la guarigione della barriera (Hachem et al., 2006). Quindi, lo studio 
ha dimostrato che anche l’applicazione di SLS determina alterazioni a livello 
della barriera cutanea (Törmä et al., 2008). 
 
 
 
 
4.4 Conclusioni 
 
 
 
I modelli sperimentali mostrati nel presente studio hanno mostrato dei limiti, e 
quindi ampi margini di miglioramento, ma anche potenzialità applicative 
degne di nota. Entrambi i modelli, una volta validati con composti 
farmacologici di noto effetto e meccanismo d’azione, potranno essere utilizzati 
per la comprensione degli effetti di nuovi farmaci nel campo delle malattie 
allergiche e della riparazione tissutale. Nonostante il modello “air-liquid 
interface” e la prova di danneggiamento della barriera abbiano bisogno di 
ulteriori modifiche del processo sperimentale, è possibile prevederne un 
utilizzo nel test di composti a somministrazione topica. 
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